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り損傷部が拡大する。一方、損傷数日後からアストロサイトでは vimentin、Glial fibrillary acidic protein 
(GFAP)といった中間径フィラメントタンパク質の発現が上昇し (Pekny and Nilsson, 2005)、それに伴った
細胞増殖や肥大化が誘導され、損傷部へ向かって遊走する。そして損傷 1 週間程度で、アストロサイト
は炎症領域や線維性瘢痕を形成する線維芽細胞を囲い込むように集積し、グリア性瘢痕の形成が進行す
る。この時、損傷部に存在するアストロサイト、マイクログリアや neuro-glia antigen 2 (NG2) 陽性オリゴ
デンドロサイト前駆細胞は、軸索伸展阻害因子であるコンドロイチン硫酸プロテオグリカン (Chondroitin 
Sulfate Proteoglycan: CSPG) を分泌する。他にも損傷部及び周辺には、脱落したミエリン断片上に発現し
ている Nogo、myelin associated glycoprotein (MAG)、Oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp) 分子が軸
索伸展阻害因子として存在し、これらの因子により、軸索再生に対して阻害的な環境が構成される(Yiu 
and He, 2006; Bradbury and Burnside, 2019)。 
World Health Organization (WHO) の推定では、現在年間 25 - 50 万人が脊髄損傷を罹患している
(Courtine and Sofroniew, 2019)。我が国においても年間 5000 人が脊髄損傷を罹患しており、その難治性に
より現在の患者総数は 10 - 20 万人以上と言われている (医学のあゆみ, No. 271, 2019)。現在、脊髄損傷
に対する十分な治療方法は存在しない。これまでに保険適応されている脊髄損傷治療薬として、抗炎症
薬であるメチルプレドニゾロンがあり、炎症による損傷領域の拡大を抑制する作用があるとされ、二次
損傷を軽減する目的で使用される。その用法は、損傷 8 時間以内に本剤を大量投与し、その後 23 時間点
滴静注すると定められている (ソル・メドロール®静注用の添付文書より)。しかし、近年その効果を疑問
視する報告が散見され (Hurlbert, 2000; Polland and Apple, 2003)、さらに感染症や消化管出血等の副作用が
発生するため (Matsumoto et al., 2001)、脊髄損傷に対する使用が避けられる傾向にあり、近年の治療ガイ
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いては、顆粒球コロニー形成刺激因子 (G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating Factor; Inada et al., 2014) や
肝細胞増殖因子 (HGF: Hepatocyte Growth Factor; Nagoshi et al., 2020) が検討されており、第Ⅱ相試験にお
いて一定の有効性を示している。細胞移植においては iPS 細胞由来神経前駆細胞 (Nakamura and Okano, 
2013) について臨床試験中である。また 2018年 12月から、自家骨髄間葉系幹細胞の移植療法 (Osaka et al., 










サイトから分泌されるタンパク質であり、その機能的意義が検討されていなかった neuroleukin (NLK) に
着目した。第 1 章では、アストロサイトからの NLK 分泌による軸索伸展への寄与、及びその分泌メカニ




第 1 章 細胞外 NLK のアストロサイトへの作用、及び急性期脊髄損傷改善作用の検討 
(Tanie et al., 2018) 
 
1. 1. 緒言 
通常の生理条件下の中枢神経系において、アストロサイトは細胞外イオン環境の調節や、血液脳関門
の形成、グルタミン酸等の神経伝達物質の分泌・再取り込みによるシナプス間隙の環境維持、シナプス
可塑性への関与によって、神経回路網の恒常性制御に重要な役割を担っている (Sofroniew and Vinters., 
2010)。一方脊髄損傷では、その病態の進行に伴ってアストロサイトは異なった phenotype を示す。急性
期では細胞の肥大化や突起伸長などの形態変化を呈し、reactive astrocytes と呼ばれ、慢性期に移行する頃
には損傷部において細胞同士で重合し、scar-forming astrocytes と呼ばれる (Yang et al., 2020)。これら
phenotype 別アストロサイトでは、それぞれ発現する遺伝子プロファイルが異なり、reactive astrocytes は β1 
integrin を介した type Ⅰ collagenton との相互作用により scar-forming astrocytes へと変化する (Hara et al., 
2017)。そして脳損傷や脊髄損傷等の中枢組織における外傷では、アストロサイトは神経機能に対して有
益にも有害にも作用することが広く知られている (Karimi-Abdolrezaee and Billakanti, 2012; Karve et al., 
2016)。以前からアストロサイトの二面性を示唆する報告はあったが (Zamanian et al., 2012)、最近の研究
では、アストロサイトの遺伝子発現の特徴から A1 (neurotoxic type)・A2 (neurotrophic type) サブタイプの
存在が提唱されており、その説を支持する報告が増えつつある。活性化したマイクログリアが分泌する
液性因子 IL-1α、TNF、C1q によりアストロサイトは A1 化すると、何らかの液性因子の分泌による神経
細胞死促進作用や、シナプス形成抑制作用を示す。この A1 アストロサイトの有害な作用は、脊髄損傷を
含め様々な神経変性疾患モデル動物において示されている (Liddelow et al., 2017; Liu et al., 2019; Wang et 
al., 2018; Yun et al., 2018)。また前述したように、脊髄損傷後の活性化したアストロサイトは損傷部へ集積
すると、グリア性瘢痕を形成し、軸索伸展阻害因子 CSPG を分泌することで軸索再生を阻害する (Silver 
and Miller, 2004)。一方グリア性瘢痕の形成は、損傷による炎症領域を正常な組織から隔離することで、
保護的な役割も担っている (Okada et al., 2006; Shinozaki et al., 2017)。近年、脊髄損傷マウスにおいてアス
トロサイト除去により瘢痕形成を阻害した場合、損傷後の自発的な軸索再生は阻害されることが示され
た (Anderson et al., 2016)。さらに急性期から亜急性期の脊髄損傷モデルでは、アストロサイトにおける
brain-derived neurotrophic factor (BDNF; Doughherty et al., 2000)、nerve growth factor (NGF; Krenz and Weaver, 





告されている (Shih et al., 2014)。本研究室においても、損傷部におけるアストロサイトが、軸索伸展因子
vimentin を分泌することで運動機能の回復に寄与することを示した (Teshigawara et al., 2013; Shigyo et al., 




 Neuroleukin (NLK) は、細胞内と細胞外で異なる機能を併せ持つ多機能性タンパク質であり、別名でも
呼称される。細胞内で機能する時には、glucose-6-phosphate isomerase と呼ばれ、glucose-6-phosphate を
fructose-6-phosphate に変換する酵素として解糖系で機能する。細胞外分子としての NLK は別名 autocrine 
motility factor (AMF) とも呼ばれ、これはがん細胞から分泌されるサイトカインとして同定された (Liotta 
et al., 1986)。分泌された AMF は、そのオートクライン活性によりがん細胞の運動能や増殖能を高め 
(Silletti et al., 1991; Watanabe et al., 1991)、またパラクライン様に血管内皮細胞に作用して血管新生を促す
機能を持つ (Funasaka et al., 2001)。NLK は、ラット横隔神経を胸腔内切除された際の筋組織培養におい
て培養上清中から同定され (Gurney et al., 1986a)、神経栄養因子様の作用を示す。培養感覚神経細胞に対
して NLK が神経保護作用を示し (Gurney et al., 1986b)、PC12 細胞において NLK の発現誘導を行うと、
staurosporine 処置による神経細胞死に対して高い細胞生存能を示す (Romagnoli et al., 2003)。Epidermal 
growth factor (EGF) 応答性の神経前駆細胞に対しては、NLK による神経突起伸展作用が報告されている 
(Sun et al., 1999)。また神経幹細胞とセルトリ細胞の共培養系では、セルトリ細胞から分泌された NLK が
神経幹細胞から神経細胞への分化を促進し、その過程において細胞生存能を高め、軸索伸展作用を示し
た (Deng et al., 2014)。さらに recombinant NLK を培養軟骨細胞に処置すると、NLK の合成・分泌の亢進
が示されており、NLK 分泌がポジティブフィードバック機構により制御されていることが示唆された 
(Tian et al., 2015)。培養アストロサイトでは、セクレトーム解析によるNLK分泌が示されているが (Dowell 
et al., 2009)、その分泌を促進するシグナリングの詳細や分泌された NLK の機能的意義は不明なままであ
った。 
 そこで筆者は、細胞外からの NLK 刺激は、ポジティブフィードバック機構を介したアストロサイトか
らの NLK 分泌を亢進し、分泌された NLK は軸索伸展に寄与すると想定した。本章では、まずアストロ
サイトにおける NLK 分泌が軸索伸展に寄与するかを検討し、その分泌メカニズムの解明に取り組んだ。











Recombinant neuroleukin (NLK) 
 ヒト recombinant NLK (Cat. No. ATGP0348, ATGen, Seongnam, South Korea) を超純水に溶解させ 10 - 500 




実験には胎生 14 日齢の ddY マウス (Japan SLC、浜松) を用いた。胎児を母体から取出し、phospharate 
buffered saline (PBS) 中で洗浄し、脳を単離、初代培養用に作製した培地 [Neurobasal media (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) 中に 12% horse serum (HS, Thermo Fisher Scientific)、2 mM L-グルタミン、
0.6%グルコースを溶解] (HS medium) に入れた。実体顕微鏡  (SZ61, Olympus, 東京) 下で大脳皮質のみを
単離し、クリーンベンチ内でハサミを用いて細かく切断した後、700 rpm で 3 分間遠心した。上清を取り
除き、沈渣に 0.05% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher Scientific) を 2 ml 加え懸濁し、37℃で
15 分間インキュベーションした。この間、5 分おきに撹拌した。その後 HS medium を 4 ml 加えて、700 rpm
で 3 分間遠心した。上清を取り除き、沈渣に 600 U/ml DNase Ⅰ (Thermo Fisher Scientific) -0.03% trypsin 
inhibitor (Thermo Fisher Scientific) -PBS 溶液 2 ml を加え懸濁した。37℃で 15 分間、5 分おきに撹拌しなが
らインキュベーションした後、HS medium を 4 ml 加え 700 rpm で 3 分間遠心した。上清を取り除き、沈
渣に calcium-,magnesium-free Hanks’balanced salt solution (HBSS, Thermo Fisher Scientific) を 4 ml 加え、700 
rpm で 3 分間遠心した。上清を取り除き、HS medium を 6 ml 加え、先端を炙りなめしたパスツールピペ
ットで細胞塊がほとんど見えなくなるまで懸濁した。70 µm nylon cell strainer (Becton Dickinson and 





 となるように 8-well チャンバースライド (BD) に播種した。8-well チャンバースラ
イドは前日から poly-D-Lysine (PDL; 5 µg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MD, USA) 溶液でコーティングし、
37℃でインキュベーションした後、培養当日に滅菌水で 2 回洗浄したものを用いた。培養は 10% CO2、
37℃、飽和水蒸気下で行った。培養開始4時間後、培地を全量、無血清培地 [Neurobasal media (Thermo Fisher 
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 実験には胎生 14 日齢の ddY マウス (Japan SLC) を用いた。アストロサイト単離培養の手順は以前の報
告 (McCarthy and de Vellis, 1980; Marek et al., 2008) を参考にした。 
 胎児を母体から取出し、PBS 中で洗浄し、脊髄を単離した。単離した脊髄を、初代培養用に作製した
培地 [10% fetal bovine serum (FBS, 和光純薬) を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture 
F-12 (DMEM/F12, 1:1) medium (Thermo Fisher Scientific)] に入れた。実体顕微鏡 (SZ61, Olympus) 下で単離
した脊髄の軟膜を取り除き、クリーンベンチ内でハサミを用いて細かく切断した後、700 rpm で 3 分間遠
心した。上清を取り除き、沈渣に 0.25% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher Scientific) を 2 ml
加え懸濁し、37℃で 30 分間インキュベーションした。この間、5 分おきに撹拌した。その後培地を 4 ml
加えて、1500 rpm で 2 分間遠心した。上清を取り除き、沈渣に 600 U/ml DNase Ⅰ (Thermo Fisher Scientific) 
-0.03% trypsin inhibitor (Thermo Fisher Scientific) -PBS 溶液 2 ml を加え懸濁した。37℃で 15 分間、5 分おき
に撹拌しながらインキュベーションした後、培地を 4 ml 加え 1500 rpm で 2 分間遠心した。上清を取り除
き、培地を 3 ml 加え、先端を炙りなめしたパスツールピペットで細胞塊がほとんど見えなくなるまで懸
濁した。70 µm nylon cell strainer (BD) で濾過し、細胞が含まれた培地全量を PDL (5 µg/ml, Sigma-Aldrich) 
溶液でコーティングした 6-cm ディッシュに播種した。4 時間後、培地を取り除き PBS で洗浄した。その
後直ちに、0.25% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher Scientific) を 1 ml 加えた。細胞がディッシ
ュからはがれたのを確認後、600 U/ml DNase Ⅰ (Thermo Fisher Scientific) -0.03% trypsin inhibitor (Thermo 
Fisher Scientific) - PBS 溶液 1 ml を加え、培地を 4 ml加えて 3000 rpmで 2分間遠心した。上清を取り除き、
培地を 2 ml 加え、先端を炙りなめしたパスツールピペットで細胞塊がほとんど見えなくなるまで懸濁し
た。Trypan blue 染色で死細胞と弁別しながら生細胞を数えた後、2.4×105 cells/cm2 となるように、PDL (5 
µg/ml, Sigma-Aldrich) 溶液でコーティングした T-25 フラスコ (BD) に播種した。神経細胞、アストロサ
イト、他のグリア細胞が存在している条件下で 8 - 11 日間培養し、その後振盪 (37℃, 225 rpm, 15-18 hr) し
た。この振盪操作によって神経細胞、マイクログリア、オリゴデンドロサイト前駆細胞がはがれる。フ
ラスコ底面に付着して残ったアストロサイトを 0.25% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher 
Scientific) を用いてはがし、単離したアストロサイトは、PDL (5 µg/ml, Sigma-Aldrich) 溶液でコーティン





 アストロサイトの純度の評価は次の通り行った。単離培養開始 7 日後に、培養終了後、培地を取り除
き 4% paraformaldehyde (PFA, 和光純薬、大阪) -PBS 溶液を加えて 1 時間室温で静置し固定した。溶液を
取り除き、0.3 % tritonX-100 (和光純薬) -PBS 溶液で 3 回、5 分間の洗浄を行った。全量 100 µl の 1 次抗体
溶液 [0.3 % tritonX-100-PBS 溶液、1% normal goat serum (和光純薬)、rabbit 抗 glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) ポリクローナル抗体 (1:1000; Cat. No. AB5804, Millipore, Burlington, MA, USA)] を加え、4℃で一
晩反応させた。翌日 1 次抗体溶液を取り除き、0.3% tritonX-100-PBS 溶液で 3 回、5 分間の洗浄を行った。
その後 2次抗体溶液 [0.3% tritonX-100-PBS溶液、Alexa Fluor 594標識 goat anti-rabbit IgG抗体 (1：400; Cat. 
No. A-11012, Thermo Fisher Scientific)] を 100 µl 加え、遮光下、室温で 2 時間反応させた。反応後、2 次抗
体溶液を除去し、PBSで5分間の洗浄を2回行い、全量100 µlの1 µg/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 
Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) 溶液を含む PBS 溶液を加え、遮光下、室温で 10 分間反応させ
た。反応後 DAPI 溶液を取り除いて、PBS で 2 回、5 分間の洗浄を行い、aqua poly mount (Polysciences, 
Warringron, PA, USA) で封入した細胞観察の結果、DAPI 陽性の全細胞における GFAP 陽性アストロサイ
トの割合は約 75%であった (データ未提示)。 
 
1.2.5. マウス大脳皮質マイクログリアの単離培養 
 Saura の方法 (Saura et al., 2003) を改良してマイクログリアの培養を実施した (Kuboyama et al., 2017)。
生後 2 - 4 日齢の ddY マウス 4 - 6 匹に対して 70% isopropanol (和光純薬) を噴霧することで消毒し、さら
に UV 光に 1 分間当てて滅菌した。実体顕微鏡下で大脳皮質を単離し、10% FBS を含む DMEM/F-12 
(Thermo Fisher Scientific) に移した後、クリーンベンチ内に運んだ。大脳皮質組織を micro scissors で細か
くした後、1000 rpm、室温で 3 分間の遠心処理をした。上清を取り除き、沈渣に 0.25% trypsin-0.53 mM EDTA 
solution (Thermo Fisher Scientific) を 2 ml 加え懸濁し、5 分に 1 度混和しながら 37℃で 30 分間インキュベ
ーションした。その後培地を 4 ml 加えて、2000 rpm で 5 分間遠心した。上清を取り除き、沈渣に 600 U/ml 
DNase Ⅰ (Thermo Fisher Scientific) -0.03% trypsin inhibitor (Thermo Fisher Scientific) -PBS 溶液 2 ml を加え
懸濁した。37℃で 15 分間、5 分おきに撹拌しながらインキュベーションした後、培地を 4 ml 加え 1000 rpm
で 3 分間遠心した。上清を取り除き、培地を 4 ml 加え、先端を炙りなめしたパスツールピペットで細胞
塊がほとんど見えなくなるまで懸濁した。パスツールピペットを用いて 15% Bovine serum albmin (BSA, 
和光純薬) 2 ml をチューブ底にゆっくり加え二層となるようにし、2000 rpm、6 分間で遠心した。これに
より軸索の破片や脂質は上層に集まり、細胞体だけが下層に沈殿する。上清を除去し培地を 2 ml 加え懸
濁した。Trypan blue 染色で死細胞と弁別しながら生細胞を数えた後、2.5 – 3.0×106 cells/dish となるよう
に、10 cm-dish に播種した。そのまま 14-18 日間継続して培養し、その間 2 日毎に培地交換を実施した。
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培養状況が confluent に達したことを確認した後、培地を取り除き PBS で洗浄した。DMEM/F-12 を 12 ml
加えた後に 0.25% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher Scientific) を 3 ml 加え、60 分間 37℃でイ
ンキュベーションした。これによりマイクログリア以外のすべての細胞が dish 底からはがれる。その後
上清を除去し、PBS 5mlで2回洗浄した。次に0.25% trypsin-0.53 mM EDTA solution (Thermo Fisher Scientific) 
6 ml を加え、37℃で 5 分間インキュベーションし、スクレーパーではがした細胞を 50 ml チューブに移し
た。室温、1000 rpm、3 分間で遠心後、上清を除去し、10% FBS 含有 DMEM/F-12 を 2 ml 加え、typan blue
により生細胞をカウントし、8-well チャンバースライド (BD) に 1.5 ×104 cells/well となるように播種した。 
 
1.2.6. アストロサイトから得た培養上清 (Astrocyte conditioned medium: ACM) またはアストロサイト
lysate における NLK 量の定量 
 これまでに NLK のポジティブフィードバック制御が培養軟骨細胞で報告された場合、NLK の処置濃度
は ng/ml オーダーだった (Tian et al., 2015)。そのため本研究でも、培養脊髄アストロサイトに 10, 100, 300, 
500 ng/ml の NLK または溶媒を 6 日間処置した。アストロサイトに NLK を処置した後、培地 [Neurobasal 
media (Thermo Fisher Scientific) 中に 2 mM L-グルタミン、0.6%グルコースのみを溶解] (supplement-free 
medium) を用いて洗浄し、さらに supplement-free medium を用いて 24 時間培養後の培養上清を ACM と
した。中和抗体処置の場合、抗 autocrine motility factor receptor (AMFR) 抗体 (1 µg/ml, Cat. No. NBP2-15734, 
Novus Biologicals, Littleton, CO, USA, Lucarelli et al., 2015)、抗 78 kDa glucose regulated protein (GRP78) 抗体 
(2 µg/ml, Cat. No. cs-1050, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, Kelber et al., 2009)、ネガティブコント
ロールとして normal rabbit immunoglobulin (IgG; 1 µg/ml, Cat. No. sc-2027, Santa Cruz Biotechnology)、また
は normal goat IgG (2 µg/ml, Cat. No. sc-2028, Santa Cruz Biotechnology) を用いた。上記中和抗体を使用し
た過去の報告 (Kelber et al., 2009; Lucarelli et al., 2015) と同様の濃度で細胞に処置したところ、細胞毒性
が認められたため、細胞毒性が確認されない最高濃度を採用した。中和抗体を 15 分間処置した後、500 
ng/ml の NLK または溶媒を細胞に処置して 24 時間培養した。その後 supplement-free medium を用いて洗
浄後、さらに supplement-free mediumを用いて 24 時間培養しACMを得た。回収されたACM を 0.22 µm フ
ィルター (Millipore) を用いてろ過し、Amicon Ultra-0.5 10K Centrifugal Filter Unit (Millipore) により 14000 
g、4℃、50 分間で遠心、濃縮した。ACM 中のタンパク質量は、NanoOrange Protein Quantitation Kit (Thermo 
Fisher Scientific) を用いて定した。 
 各細胞の Cell lysate を調製する場合、培地を除去、PBS で洗浄した後、protease and phosphate inhibitor 
cocktail (Thermo Fisher Scientific) が含まれた mammalian protein extraction reagent (M-PER) lysis buffer 
(Thermo Fisher Scientific) を加え、氷上で 20 分間インキュベーションした。20 分後に細胞液を 14000 g、
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4℃、10 分間で遠心し細胞片を取り除いたのち、上清を cell lysate とした。Lysate 中のタンパク質濃度は、
Pierce 660 nm Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて定量した。 
以下の通り、SDS-PAGE及びウェスタンブロッティングを実施した。各 lysateに 5% 2-mercaptoethanol (和
光純薬)、NuPAGE lithium dodecyl sulphate (LDS) sample buffer (Thermo Fisher Scientific) を加えて 75℃で 5
分間熱処理を行った。このサンプルを 8% アクリルアミドゲルにアプライし、電気泳動の後、そのゲル
を用いてニトロセルロースメンブレン (Bio-Rad, Berkeley, CA, USA) へのタンパク質の転写処理を 90 分
間行った。転写後のメンブレンを 0.1% Tween 20 を含む tris buffer saline (0.1% T-TBS) で 2 回、5 分間の洗
浄を行った。5% スキムミルク (和光純薬) を用いて 1 時間ブロッキング処理をし、0.1% T-TBS で 1 回軽
く洗浄を行った後に、1 次抗体溶液 [Can Get Signal solution 1 (Toyobo, 大阪)、 mouse 抗 NLK モノクロ
ーナル抗体 (1B7D7; 1:1000; Cat. No. ab66340, Abcam, Cambridge, UK)] を加え、4℃で一晩反応させた。翌
日 1 次抗体溶液を取り除き、0.1% T-TBS で 3 回、10 分間の洗浄を行った後、2 次抗体溶液 [Can Get Signal 
solution 2 (Toyobo)、horseradish peroxidase (HRP) 標識 goat anti-mouse IgG 抗体 (1:2000; Cat. No. sc-2005, 
Santa Cruz Biotechnology)] を用いて室温で、2 時間反応させた。2 時間後、2 次抗体液を取り除き、0.1% 
T-TBS で 2 回、10 分間の洗浄を行った。検出液として electron chemiluminescence (ECL) Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) にメンブレンを 2 分間浸した後、
ImageQuant LAS 4000 system (GE Healthcare) を用いて、メンブレン上のバンドを発光検出した。バンドの
輝度の定量には、CS analyser を用いた (ATTO, 東京)。 
 NLK 検出の後、メンブレンを超純水で 1 回洗浄した。20 ml の WB stripping solution (nacalai tesque, 京
都) を加え、50℃で 40 分間振盪した。抗体がはがれたことを ECL での発光検出によって確認した後に、
0.1% T-TBS で 1 回、5 分間洗浄し、5% スキムミルク (和光純薬) を用いて 1 時間ブロッキング処理を行
った。ブロッキング後、0.1% T-TBS で 1 回軽く洗浄し、1 次抗体溶液 [Can Get Signal solution 1 (Toyobo)、
rabbit 抗β-actin ポリクローナル抗体 (1:1000; Cat. No. 4970, Cell Signaling Technology, MA, USA)] を加え、
4℃で一晩反応させた。翌日 1 次抗体溶液を取り除き、0.1% T-TBS で 3 回、10 分間の洗浄を行った後、2
次抗体溶液 [Can Get Signal solution 2 (Toyobo)、HRP 標識 goat anti-rabbit IgG 抗体 (1:2000; Cat. No. sc-2004, 
Santa Cruz Biotechnology)] を用いて室温で、2 時間反応させた。2 時間後、2 次抗体液を取り除き、0.1% 
T-TBS で 2 回、10 分間の洗浄を行った。 
 
1.2.7. アストロサイトの細胞質画分および膜画分 lysate の調製及び lysate 中の AMFR と GRP78 の検出 
Mem-PER™ Plus (Thermo fisher scientific) を用いてプロトコールに従い、3 cm-dish で培養した培養開始
6 日後のアストロサイトを用いて、細胞膜画分 lysate と細胞質画分 lysate を調製した。タンパク質定量、
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SDS-PAGE 実施後に、1 次抗体として rabbit 抗 AMFR ポリクローナル抗体 (1:1000 ; NovusBiologicals) ま
たは goat 抗  GRP78 ポリクローナル抗体  (1:1000; Santa Cruz Biotechnology)、 rabbit 抗 nicotinic 
acetylcholine receptor α7 (nAChRα7) ポリクローナル抗体 (H-302; 1:200; Cat. No. sc-5544, Santa Cruz 
Biotechnology) を、2 次抗体に goat anti-rabbit IgG 抗体 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology) または HRP 標識 
donkey anti-goat IgG 抗体 (1:5000; Cat. No. sc-2020, Santa Cruz Biotechnology) を用いたウェスタンブロッ
ティングを行い、各画分 lysate における AMFR、GRP78、nAChRα7 の発現を確認した。 
 
1.2.8. 軸索伸展作用の評価 
 PDL coating 上で培養された場合、単離培養 1 日後のマウス大脳皮質または脊髄神経細胞に 10 - 1000 
ng/ml の NLK または ACM を 5 日間処置した。CSPG (2 mg/ml Aggrecan; Sigma-Aldrich) coating 上で培養
された場合、培養 1 日後に 0.01 - 100 ng/ml の NLK を 4 日間処置した。培養終了後、培地を取り除き 4% 
PFA-PBS 溶液を加えて 1 時間室温で静置し固定した。溶液を取り除き、0.3% tritonX-100 -PBS 溶液で 3
回、5 分間の洗浄を行った。全量 100 µl の 1 次抗体溶液 [0.3% tritonX-100-PBS 溶液、1% normal goat serum 
(和光純薬)、rabbit 抗 microtube associated protein (MAP2) ポリクローナル抗体 (1:2000; Cat. No. ab32454, 
Abcam)、mouse 抗 phosphorylated neurofilament-H (pNF-H) モノクローナル抗体 (1:300; Cat. No. SMI-35R, 
Covance, Emeryville, CA, USA)] を加え、4℃で一晩反応させた。翌日 1 次抗体溶液を取り除き、0.3% 
tritonX-100-PBS 溶液で 3 回、5 分間の洗浄を行った。その後 2 次抗体溶液 [0.3% tritonX-100-PBS 溶液、
Alexa Fluor 488 標識 goat anti-rabbit IgG 抗体 (1:400; Cat. No. A-11008, Thermo Fisher Scientifc)、Alexa Fluor 
594標識 goat anti-mouse IgG抗体 (1:400; Cat. No. A-11005, Thermo Fisher Scientifc)] を100 µl加え、遮光下、
室温で 2 時間反応させた。反応後、2 次抗体溶液を除去し、PBS で 5 分間の洗浄を 2 回行い、全量 100 µl
の DAPI 溶液 (1 µg/ml; Enzo Life Science) を含む PBS 溶液を加え、遮光下、室温で 10 分間反応させた。
反応後 DAPI 溶液を取り除いて、PBS で 2 回、5 分間の洗浄を行い、aqua poly mount (Polysciences) で封
入した。 
蛍光免疫染色後のスライド観察には、蛍光倒立顕微鏡 Cell Observer (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)、
20 x NA 0.8 objective lens を用い、ソフトウェアは AxioVision4.8 (Carl Zeiss) を用いて、一枚当たりの大き
さ 432.49 µm x 322.81 µm の画像を撮影した。 
画像を撮影後、画像解析ソフト MetaMorph version7.8 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用いて、





1.2.9. 培養アストロサイトにおける NLK の直接結合タンパク質の同定 
ⅰ) Drug affinity responsive target stability (DARTS) 法 (Lomenick et al., 2009) 
タンパク質量 10 µg のアストロサイトの whole cell lysate または細胞膜画分 lysate に溶媒 (超純水) ある
いは 10 µg/ml の NLKを加え、室温で 30 分間反応させた。反応後、reaction buffer [50 mM Tris-HCl (pH8.0)、
50 mM NaCl、10 mM CaCl2] 及び 1 µg Thermolysin (和光純薬) を加え、37℃、30 分間でタンパク質分解




DARTS 後のサンプルに 5% 2-mercaptoethanol (和光純薬)、NuPAGE LDS sample buffer (Thermo Fisher 
Scientific)を加えて 75℃で 5 分間熱処理をした。このサンプルを 8% アクリルアミドゲルにアプライし、
電気泳動を行った。その後ゲルからニトロセルロースメンブレン (Bio-Rad) へのタンパク質の転写処理
を 90 分間行った。転写後のメンブレンを 0.1% Tween 20 を含む TBS (0.1% T-TBS) で 2 回、5 分間の洗浄
を行った。5%スキムミルク (和光純薬) を用いて 1 時間ブロッキング処理をし、0.1% T-TBS で 1 回軽く
洗浄を行った後に、1 次抗体溶液 [Can Get Signal solution 1 (Toyobo)、goat 抗 GRP78 ポリクローナル抗体 
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology)] を加え、4℃で一晩反応させた。翌日 1 次抗体溶液を取り除き、0.1% 
T-TBS で 3 回、10 分間の洗浄を行った後、2 次抗体溶液 [Can Get Signal solution 2 (Toyobo)、HRP 標識 
donkey anti-goat IgG 抗体 (1:5000 ; Santa Cruz Biotechnology)] を用いて室温で、2 時間反応させた。2 時間
後、2 次抗体液を取り除き、0.1% T-TBS で 2 回、10 分間の洗浄を行い、バンドを検出した。 
ゲルを銀染色する場合、電気泳動後のゲルを超純水で一回軽く洗浄し、固定液 [40% エタノール (和
光純薬)、10% 酢酸 (和光純薬)] を加え一晩振盪させた。その後の操作は銀染色キット SilverQuest™ 
(Thermo Fisher Scientific) を使用しそのプロトコールに従った。 
 
ⅲ) nano LC-MS/MS 
銀染色後のゲルにおいて、溶媒処置された lysate を用いたレーンと比較して、NLK 処置により細くな
るバンドを MS 解析用に切り出し、日本バイオサービス (埼玉) に解析を依頼した。ゲル断片を脱色、シ
ステインの SH 基の還元処理及びアルキル化等を実施した上で、トリプシンによるゲル内消化を行った。
その後、消化されたペプチド断片を抽出し、脱塩処理の上、nanoLC-MS/MS によるサンプルの解析を行





実験には、雌性 8 週齢 ddY マウス (Japan SLC) を用いた。動物の取り扱いは、富山大学動物実験指針に
従った。また、本動物実験のプロトコールは、富山大学動物実験委員会の承認を得ている。マウスはプ
ラスチックケージ (23×16×12 cm) に入れ、12 時間の明暗周期 (明期: 7:00 - 19:00)、恒温恒湿 (22±2℃、
55±10%) の環境下で飼育した。水及び固形飼料は自由摂取させた。3 種混合麻酔 [butorphanol tartrate (5 
mg/kg、Meiji Seika ファルマ、東京), medetomidine hydrochloride (0.75 mg/kg、日本全薬工業、東京), 
midazolam (4 mg/kg、サンド、東京)] を用いてマウス腹腔内に投与して麻酔した。マウスの背部の毛を剃
り、皮膚を 3 cm ほど切開した後に、筋肉を両側によけ、第 7-10 胸椎を露出させた。2 椎体分の椎弓を切
除し、第 11-12 胸髄を露出させた。マウスの頭部および脊椎をステレオタキシス (NARISHIGE, 東京) で
固定し、露出させた脊髄に重さ 6.5 g、先端直径 1 mm の錘を 3 cm の高さから 1 回自由落下させた。その
後、筋肉および皮膚を滅菌済みシルクブレード縫合糸 4 号 (直径 0.10-0.149 mm, ハシモト, 東京) で縫合
した。手術後、マウスに抗麻酔薬である 75 µg/ml atimamezole (日本全薬工業) を副腔内投与し、さらに補
液として 900-1000 µl saline を臀部に皮下投与した。また、マウスを覚醒するまで 37℃のホットプレート 
(NHP-M30N、日伸理化、東京) 上で静置させることで体温を維持した。 
 
1.2.11. 急性期脊髄損傷マウスにおける損傷部への NLK 脊髄実質内投与 
 損傷部における脊髄実質内への 1 mg/ml NLK あるいは溶媒 (20 mM Tris-HCl buffer, 1 mM Dithiothreitol, 
10% glycerol) の投与は、損傷後 15 分以内に行った。脊髄に損傷を与え損傷部の止血を行った後、ガラス
キャピラリー (Probeta) を用いて溶媒あるいは NLK を投与した。投与部位は、損傷部を含む正中線を軸
に lateral ± 1.0 mm, depth 0.7 mmの位置に 2か所とし、1カ所あたり 1 µlをKDS-210シリンジポンプ (KD 
Scientific, Holliston, MA, USA) を用いて 0.25 µl/min の速度で投与した。投与終了後は 2 分間静置してか
らガラスキャピラリーを抜去した。ガラスキャピラリーはガラス管 [キャピラリーチューブ (外形 0.5 
m/m (ProBeta)] を縦引き型プーラー  (PC-10, NARISHIGE) により引き伸ばし、マイクロフォージ 
(MF-900, NARISHIGE) を用いて内径を 40 µm に調節したものを用いた。 
 
1.2.12. 脊髄損傷マウスの後肢運動機能評価 
手術翌日より 1 日 1 回、マウスの行動観察を行った。マウスを観察用の黒色オープンケージ (50.0 cm×
42.5 cm×15.0 cm) に入れ、3 分間自由行動を観察し、その際の後肢運動機能を関節の動き、肢裏の付き
方、前後肢の協調性、尾の動きなどに着目する Basso Mouse Scale (BMS, Table 1; Basso et al., 2006) 、体重
支持能力に着目する当研究室が開発した Body Support Scale (BSS, Table 2; Teshigawara et al., 2013) および
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BMS、BSS をもとに当研究室が開発した Toyama Mouse Score (TMS, Table 3; Shigyo et al., 2014) により評
































































































































Table 3    TMS
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損傷後 20 日目に、30 mg/ml trichloroacetoaldehyde monohydrate (和光純薬) –saline を 400-500 µl を用いて
マウス腹腔内に投与して麻酔した。胸部を切開し、左心室に翼状針 (トップ、東京) を刺入した後、右心
耳に切れ込みを入れ、氷冷した saline を 20 ml 灌流し、続いて氷冷した 4% PFA-PBS を 20 ml 灌流して組
織を固定した。マウスの背部を切開し、損傷部位を含む頸椎から腰椎までを筋肉が付着した状態で摘出
し、4% PFA-PBS に浸して一晩 4℃で保存した。後日脊椎から脊髄を取り出し、損傷部位中心に 3 cm の
長さに切った。組織を 30% sucrose (和光純薬) –PBS に浸しスクロース置換を行った後、クリオモルド 3
号 (サクラファインテックジャパン, 東京) に Tissue-Tek OCT コンパウンド (サクラファインテックジ
ャパン) と共に埋め込み、-30℃に保存した。クリオスタット (CM3050S, Leica, Heidelberg, Germany) を用
いて、12 µm 厚の連続矢状断切片を作製した。その際、庫内温度およびステージ温度は-20℃に設定した。
切り出した切片はコーティング済みスライドガラス (松浪硝子工業, 大阪) に貼り付け、-30℃に保存した。 
 
1.2.14. 脊髄組織切片の蛍光免疫染色 
 脊髄組織切片を常温に戻した後、 Shandon Sequenza® (Thermo fisher scientific) にスライドガラスをセッ
トし、PBS で 5 分間の洗浄を 2 回行った。全量 300 µl のブロッキング溶液 [0.3% tritonX-100-PBS 溶液、
5% normal goat serum (NGS, 和光純薬)] を加え、1 時間静置した。次に 1 次抗体液 [0.3% tritonX-100-PBS
溶液、5% BSA 中に以下の一次抗体 2 種を組み合わせたもの: ① mouse 抗 GFAP モノクロ―ナル抗体 
(G-A-5; 1:1000; Cat. No. G3893, Sigma-Aldrich) および rabbit抗 NF-H ポリクローナル抗体 (1:1000; Cat. No. 
AB1989, Chemicon, Temecula, CA, USA) の場合、②mouse 抗 NLK モノクローナル抗体 (1B7D7; 1:1000; 
Abcam)、rabbit 抗 GFAP ポリクローナル抗体 (1:1000; Millipore) の場合] を 200 µl 加え、4℃で一晩反応
させた。翌日、0.3% tritonX-100-PBS 溶液で 5 分間の洗浄を 3 回行った後、2 次抗体溶液  [0.3% 
tritonX-100-PBS溶液、5% BSA、Alexa Fluor 488標識 goat anti-rabbit IgG抗体 (1:400; Thermo fisher scientific)、
Alexa Fluor 594 標識 goat anti-mouse IgG 抗体 (1:400; Thermo fisher scientific)、Alexa Fluor 594 標識 goat 
anti-rabbit IgG 抗体 (1:400; Thermo fisher scientific)、Alexa Fluor 488 標識 goat anti-mouse IgG 抗体 (1:400; 
Thermo fisher scientific)、DAPI 溶液 [1 µg/ml (Enzo Life Science)] を 200 µl 加え、遮光下、常温で 2 時間反
応させた。反応後、PBS で 5 分間の洗浄を 2 回行い、aqua poly mount (Polysciences)で封入した。 
 
1.2.15. 脊髄組織切片の画像解析 
スライドの観察には蛍光倒立顕微鏡 Cell Observer (Carl Zeiss)、20 x NA 0.8 objective lens、Axio Vision4.8 




その切片について、損傷部と損傷境界が十分に観察可能な範囲を CCD camera (AxioCam MRm, Carl Zeiss)
を用いて撮影し、多次元イメージング取得機能 (蛍光マルチチャンネル、MosaiX) により画像を取得した。 
取得した画像を用いた定量には、画像解析ソフト Image J (National Institutes of Helth, Rockville, MD, 
USA)を用い、損傷部の面積と、損傷部内の NLK の発光輝度を求めた。また、損傷部内の NF-H 陽性軸索
の長さを Image J を用いてトレースし、損傷部における軸索密度を算出した。 
 
1.2.16. 統計解析 
データは平均値±標準誤差 (S.E.M.)で表した。有意差検定には、Prism 5.04 (Graph Pad software, Sun 
Diego, CA, USA) を用い、unpaired two-tailed t-test、One-way analysis of variance (ANOVA) post hoc Bonferroni 























1. 3. 1. 細胞外 NLK のアストロサイトへの作用の検討 
まず、アストロサイトに NLK を処置することで、アストロサイトにおける NLK 発現に変化が起きる
か検討した。単離培養開始 4 時間後のマウス胎仔脊髄アストロサイトにヒト recombinant NLK (500 ng/ml) 
または溶媒を処置し、さらに 6 日間培養した後、cell lysate を調製した。ウェスタンブロッティングによ
って lysate中のNLK発現量を検討した。またNLK検出後のメンブレンをストリッピング処理し、抗 β-actin
抗体を用いたウェスタンブロッティングにより lysate 中での β-actin を検出し internal control とした。その
結果、溶媒処置群と比較して NLK 処置によりアストロサイトにおける NLK 発現が有意に増加した 
(Figure 1A)。また検出された NLK のバンドは、62 kDa と 47 kDa の 2 か所に検出されたが、高分子側のバ
ンドの分子量は以前に報告された AMF (NLK の別名) の分子量と一致する (Watanabe et al., 1996)。一方
ヒト線維肉腫細胞では、細胞内で分解されたために低分子にシフトした AMF の発現が確認されており、
今回検出された低分子の NLK と分子量が一致している (Niinaka et al., 1998)。そのため 2 つのバンドを合
わせて定量した。 
NLK により細胞内の NLK の発現が有意に増加した。NLK はがん細胞から分泌される液性因子として
知られており (Liotta et al., 1986)、機能は不明だが培養アストロサイトからも分泌されることが報告され
ている (Dowell et al., 2009)。本実験では、細胞外からの NLK 刺激による細胞内の NLK 発現量の増加に
伴い、アストロサイトからの NLK 分泌が、促進される可能性を考え以下の検討を行った。培養開始 4 時
間後の初代培養アストロサイトに溶媒または NLK (10, 100, 300, 500 ng/ml) を処置し 6 日間培養した。6
日後、NLK が含まれていない無血清培地に交換し、1 日間培養した培養上清を CM とした。抗 NLK 抗体
を用いたウェスタンブロッティングによって CM 中の NLK 量を検討したところ、溶媒処置されたアスト
ロサイトから得た CM 中でも NLK が検出された (Figure 1B)。NLK 処置したアストロサイトから得た CM
中では、処置濃度依存的に NLK 量が増加していた。溶媒処置時と比較して、500 ng/ml NLK を処置した
場合、CM 中の NLK 量が有意に増加していた (Figure 1B)。さらに CM 中に検出された NLK の分子量は、
lysate のものと比較して、若干高分子側にシフトしており、68 kDa であった。この CM 中の NLK の分子
量は、セルトリ細胞の CM から検出された NLK の分子量と一致している(Deng et al., 2014)。NLK のアミ
ノ酸配列から推定される分子量は約 63 kDa であるため、高分子側へのシフトは何らかの翻訳後修飾の影
響を示唆している。本実験から、細胞外 NLK はアストロサイトにおける NLK 発現と NLK 分泌の両方を
増強することが示された。また Figure 1A でみられた NLK 刺激による細胞内 NLK の発現量の増加は、初



























Figure 1   アストロサイトからの neuroleukin (NLK)分泌への細胞外 NLK の作用 
マウス脊髄アストロサイトを初代培養し、培養開始 4 時間後にヒト recombinant NLK (10, 100, 300, 500 
ng/ml) または溶媒 (超純水) を処置した。その後 6 日間培養し、NLK の含まれていない無血清培地に交
換し、さらに 1 日間培養した培養上清を conditioned medium (CM) とし、細胞を回収して cell lysate を調
製した。(A) 抗 NLK 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより lysate または (B) CM 中の NLK を検
出し、定量した。カラム内の数字は独立して行った実験の回数を示す。* p < 0.05, vs Vehicle, unpaired 




















Figure 2   細胞外 NLK の培養神経細胞及び培養マイクログリアへの作用 
 マウス大脳皮質神経細胞及びマイクログリアをそれぞれ初代培養し、培養開始 4 時間後にヒト
recombinant NLK (500 ng/ml) または溶媒 (超純水) を処置した。その後 6 日間培養し、細胞を回収して cell 
lysate を調製した。抗 NLK 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、 (A) 神経細胞、(B) マイク
ログリアそれぞれの lysate 中における NLK を検出、定量した。カラム内の数字は独立して行った実験の










1. 3. 2. 細胞外 NLK の軸索伸展作用の検討 
 NLK 処置されたアストロサイトから得た CM の軸索伸展活性を検討した。ddY マウス胎生 14 日齢の大
脳皮質神経細胞を単離培養し、1 日後、CM を処置した。その後 5 日間培養し、細胞を固定した。蛍光免
疫染色により 1 細胞あたりの pNF-H 陽性軸索長を定量することで、NLK の軸索伸展活性を評価した。溶
媒処置されたアストロサイト CM と比較して、NLK 処置時のアストロサイトから得た CM は有意に軸索
伸展活性を示した (Figure 3A)。この結果から、NLK 処置されたアストロサイトは軸索伸展を促す何らか
の液性因子を分泌したと考えられた。 
 さらに細胞外 NLK 自身の軸索伸展活性についても検討した。単離培養 1 日後の大脳皮質神経細胞に
NLK (10, 50, 100 ng/ml) または溶媒を処置したところ、溶媒処置時に比べ NLK 処置下では、どの処置濃
度においても有意に軸索密度が増加した (Figure 3B)。さらに脊髄神経細胞にも NLK (10, 100, 1000 ng/ml) 









































Figure 3   細胞外 NLK による軸索伸展作用 
培養開始 1 日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞に対し、NLK または溶媒を処置したアストロサイトか
ら得た CM を処置した。さらに 5 日間培養後、抗 MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体を用いて免疫染色を行
った。(A) 抗 pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画像を例示した。MAP2 陽性の神経細胞 1 個あたりの pNF-H
陽性軸索の長さを測定した。解析に用いた画像の枚数をカラム内に示した。* p < 0.05, vs Vehicle, One-way 
ANOVA post hoc Bonferroni test, (n = 15–17). Scale bar = 100 µm. (B) 大脳皮質神経細胞及び (C) 脊髄神経
細胞を 1 日培養した後、NLK (10, 50, 100, 1000 ng/ml) または溶媒を処置した。さらに 5 日間培養し、抗
MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体を用いて免疫染色を行った。抗 pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画像を例
示した。MAP2 陽性の神経細胞 1 個あたりの pNF-H 陽性軸索の長さを測定した。解析に用いた画像の枚
数をカラム内に示した。* p < 0.05, ***p < 0.001 vs Control, One-way ANOVA post hoc Bonferroni test, (n = 10–
64). Scale bar = 100 µm. 
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1. 3. 3. CSPG coating assay を用いた NLK の軸索伸展作用の検討 
 脊髄損傷組織において、損傷部では軸索再生を阻害する因子であるCSPGsが蓄積する (Silver and Miller, 
2004)。そこで NLK がその様な阻害環境下であっても、軸索伸展作用を示すか検討した。マウス胎仔大脳
皮質神経細胞を、PDL coating 上または CSPG coating 上で初代培養し、翌日、ヒト recombinant NLK (10, 100 
ng/ml) または溶媒を処置した。その後 4 日間培養し、蛍光免疫染色により 1 細胞当たりの pNF-H 陽性軸
索の長さを算出した。 
 溶媒処置された神経細胞においては、PDL coating 上で培養された場合と比べ、CSPG coating 上で培養
されると有意に軸索の長さが減尐した。また CSPG caoting 上で培養された神経細胞に 10 ng/ml の NLK を
処置すると、溶媒処置時と比較して有意に軸索長が増加した (Figure 3A)。同様の方法で、脊髄由来神経
細胞に対しても NLK (0.01, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) を処置したところ、10 ng/ml の NLK は有意に軸索長を増









































Figure 4   CSPG coating 上における NLK の軸索伸展作用 
PDL coating または CSPG coating 上で (A) 大脳皮質神経細胞及び (B) 脊髄神経細胞を初代培養し、翌
日、ヒト recombinant NLK (0.01 - 100 ng/ml) または溶媒 (Control, Vehicle) を処置した。さらに 4 日間培養
し、抗 MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体を用いて免疫染色を行った。抗 pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画
像を例示した。MAP2 陽性の神経細胞 1 個あたりの pNF-H 陽性軸索の長さを測定した。解析に用いた画
像の枚数をカラム内に示した。**p < 0.01, ***p < 0.001 vs Control, One-way ANOVA post hoc Bonferroni test, 







1. 3. 4. アストロサイトからの NLK 分泌における autocrine motility factor receptor (AMFR)の関与の検討 
 これまでの実験結果から、NLK 処置によりアストロサイトからの NLK 分泌が増強されることが明らか
となった。本実験では、アストロサイトからの NLK 分泌メカニズムの解明における最初の検討事項とし
て AMFR と NLK 分泌の関係性について検討した。 
AMFR は、NLK の受容体として知られた 7 回膜貫通型受容体である。がん細胞において、分泌された
AMF (NLK の別名) は、オートクライン様に、または周辺細胞にパラクライン様に AMFR を介して作用
し、がん細胞の遊走能や増殖能を高めることが報告されている (Silletti et al., 1991; Shimizu et al., 1999)。
グリア細胞においても AMFR の発現は確認されているものの (Leclerc at al., 2000)、特にアストロサイト
の細胞膜表面において、この受容体が発現しているという報告はない。そこでまずは、培養アストロサ
イトの細胞膜表面における AMFR の有無について検討した。 
単離培養 6 日後のマウス胎仔脊髄アストロサイトを用いて、細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製
した。細胞質と細胞膜とに分画できているかを検討するために、細胞膜に特異的に局在する nicotinic 
acetylcholine receptor α7 (nAChRα7) (Xiu et al., 2005; Ono et al,. 2008) の発現をウェスタンブロッティング
により確認した。その結果、細胞膜画分 lysateのレーンでのみ nAChRα7のバンドが検出された (Figure 5A)。
またウェスタンブロッティングにより、各 lysate 中の AMFR 発現を確認したところ、細胞質画分 lysate
中では AMFR のバンドが検出されたが、細胞膜画分では検出されなかった (Figure 5A)。 
しかし、ウェスタンブロッティングでは検出できない程低い発現量の AMFR が細胞膜上にある可能性
は否定できないため、アストロサイトにおける NLK が誘発する NLK 分泌現象への AMFR の関わりを機
能的に検証した。AMFR の機能中和抗体をアストロサイトへ処置することで、細胞膜上の AMFR をマス
クし、NLK 分泌が減弱するかを検討した。NLK は解糖系の酵素でもあり、その基質認識部位を利用して
AMFR の C 末端領域に存在する糖鎖付加部位と細胞外に露出された他の C 末領域の両方を認識すること
で、細胞内にシグナルを伝える (Haga et al., 2006; Tanaka et al., 2006)。本実験で用いられたAMFR抗体は、
AMFR の C 末領域に結合することで阻害作用を示すことが報告されている (Lucarelli et al., 2015)。また
AMFR 中和抗体の用量は、Lucarelli の報告 (Lucarelli et al., 2015) を参考にし、細胞毒性を示さない最も
高い濃度に設定した。 
単離培養 4時間後、マウス胎仔脊髄アストロサイトに AMFR中和抗体 (1 µg/ml) あるいは normal rabbit 
IgG (1 µg/ml) を処置した。その 15 分後に溶媒または recombinant NLK (500 ng/ml) を培地に添加し、ウェ
ル内で 2 回ピペッティングを穏やかに行った。さらに 1 日間培養し、CM を得た。抗 NLK 抗体を用いた
ウェスタンブロッティング法によって CM 中の NLK を検出した。Normal rabbit IgG 処置群間において、
溶媒処置アストロサイトから得た CM と比較して、NLK 処置時の CM 中の NLK 量は増加傾向を示した。
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中和抗体前処置群間においても、溶媒処置 CM と比較して、NLK 処置 CM 中に含まれる NLK 量は増加
していた (Figure 5B)。この結果から、NLK 刺激によるアストロサイトからの NLK 分泌メカニズムに対

















































Figure 5   アストロサイトからの NLK 分泌における AMFR の関与 
(A) 6 日間培養したマウス脊髄アストロサイトから細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製した。抗
AMFR 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって、各 lysate 中に含まれる AMFR、nAChRα7 を検
出した。(B) 単離培養開始 4 日後のアストロサイトに対し、normal IgG (1 µg/ml) または AMFR 抗体 (1 
µg/ml) を処置した。15 分後 NLK (500 ng/ml) または溶媒を処置し、さらに 1 日間培養した。その後、NLK
の含まれていない無血清培地に交換し、さらに 1 日培養して CM を得た。この CM における NLK をウェ
スタンブロッティングにより検出、定量化した。カラム内の数字は独立して行った実験の回数を示す。






1. 3. 5. アストロサイトに発現する細胞外 NLK の直接結合タンパク質の同定 
1. 3. 4. から、NLK の受容体として最もよく研究されている AMFR は、アストロサイトの細胞膜上にお
いて発現も機能もみられないことが示唆された。当研究室では、薬物の作用機序の全容を明らかにする
には、まず薬物が直接結合するタンパク質を同定することが重要であると考えており、drug affinity 
responsive target stability (DARTS) 法 (Lomenick et al., 2009) を用いて、種々の薬物の結合タンパク質を同





おける NLK の結合タンパク質を DARTS 法により探索した。 
マウス胎仔脊髄アストロサイトの whole cell lysate に recombinant NLK (0.1, 1, 10 µg/ml) を加えて
DARTS 反応を行った後、サンプルを電気泳動し、銀染色によりゲル中のタンパク質を染色した。その結
果、溶媒処置レーンと比較してNLK処置で薄く変化するバンドが一ヶ所検出された (Figure 6A, 赤矢頭)。
その薄く変化したバンド、およびそれに対応する他レーンのバンドを切り出した。ゲル内トリプシン消
化後、nano LC-MS/MS 解析し、Mscot データベースと UniProt データベースを用いた検索をしたところ、
直接結合タンパク候補として 78kDa glucose regulated protein (GRP78) が示唆された (score: 630, coverage: 
30%)。銀染色により検出されたこのバンドの変化が GRP78 であるかを確認するために、DARTS 反応を
再び行い、抗 GRP78 抗体を用いたウェスタンブロッティングを行った。その結果、lysate 中の GRP78 の
発現が、溶媒処置時と比較して NLK 処置により低くなっていることを確かめた (Figure 6B)。 
 GRP78 は、heat shock protein 70 ファミリーに属するシャペロン分子であり、小胞体内においてタンパ
ク質のフォールディングや品質管理、小胞体ストレスシグナルの制御などを担う。また近年、小胞体以
外での GRP78 の発現が報告されており、核内、細胞質、細胞膜上または分泌型など、この分子の局在は
様々である (Ni et al., 2011)。中枢神経系においては、神経細胞やアストロサイトの細胞膜に発現している
という報告がある (Honda et al., 2009; Goldenberg-Cohen et al., 2012; Bellani et al., 2014; Louessard et al., 
2017)。そこで初代培養アストロサイトの細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製し、ウェスタンブロ
ッティングにより GRP78 の発現を確認したところ、両画分でバンドが検出された (Figure 6C)。さらにそ
の細胞膜画分 lysate を用いて DARTS 反応を行い、GRP78 の発現をウェスタンブロッティングにより検出
した。その結果、溶媒処置時と比較して NLK 処置により GRP78 のバンドは薄く変化した (Figure 6D)。






















Figure 6   アストロサイトにおける NLK の直接結合タンパク質の探索 
(A) DARTS 後のサンプルを電気泳動し、ゲル中のタンパク質を銀染色により可視化した。溶媒処置レ
ーンと比較して、NLK 処置レーンで薄く変化したバンドが確認された (赤矢頭)。切り出したバンドのゲ
ル内トリプシン消化後、nano LC-MS/MS 解析し、Mscot データベースと UniProt データベースを用いた検
索により、このバンドが 78kDa glucose regulated protein (GRP78)であると示唆された。(B) 銀染色で変化
が確認されたバンドが GRP78 であるか確認するため、DARTS 後のサンプル中における GRP78 を、抗
GRP78 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。(C) 培養 6 日後のマウス胎仔脊髄アス
トロサイトから細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製した。抗 GRP78 抗体および抗 nAChRα7 抗体を
用いたウェスタンブロッティングによって、各画分中に含まれる GRP78 と nAChRα7 を検出した。(D) ア
ストロサイトの細胞膜画分 lysate を用いて DARTS を行った後、ウェスタンブロッティングにより lysate
中の GRP78 を検出した。 
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1. 3. 6. アストロサイトからの NLK 分泌における GRP78 の関与の検討  
次に、アストロサイトにおける細胞外 NLK 誘導性の NLK 分泌に、GRP78 が関与するかを機能的に検
証した。1. 3. 5.では、アストロサイトの細胞膜における GRP78 の発現が確認され、NLK とアストロサイ
ト細胞膜上の GRP78 が結合する可能性を示した (Figure 5A - D)。そこで、GRP78 の機能中和抗体をアス
トロサイトに前処置し細胞膜上のGRP78をマスクすることで、NLK分泌が減弱するかを検討した。GRP78
の抗体濃度は、本実験と同じ抗体を用いている報告と同濃度で用いたところ細胞死が認められたため
(Kelber et al., 2009; Miao et al., 2013)、細胞死が誘導されない最高濃度に設定した。培養開始 4 日後のマウ
ス胎仔脊髄アストロサイトに GRP78 中和抗体 (2 µg/ml) あるいは normal goat IgG (2 µg/ml) を処置して
から NLK (500 ng/ml) を処置した。Normal rabbit IgG 処置群間において、溶媒処置アストロサイトから得
た CM と比較して、NLK 処置時の CM 中の NLK 量は有意に増加した。一方、中和抗体処置群間では、
NLK 処置による CM 中の NLK の増加は認められなかった (Figure 7)。 
これらの結果から、細胞外 NLK 刺激によるアストロサイトからの NLK 分泌メカニズムにおいて、細





































Figure 7   アストロサイトからの NLK 分泌における GRP78 の関与 
単離培養開始 4 日後のマウス胎仔脊髄アストロサイトに対し normal IgG (2 µg/ml) または GRP78 中和抗
体 (2 µg/ml) を処置した。15 分後 NLK (500 ng/ml) または溶媒を処置し、さらに 1 日間培養した。その後、
NLK の含まれていない無血清培地に交換し、さらに 1 日培養して CM を得た。この CM 中の NLK をウ
ェスタンブロッティングにより検出、定量化した。カラム内の数字は独立して行った実験の回数を示す。










1. 3. 7. 急性期脊髄損傷マウスに対する NLK の軸索伸展作用の検討 
 脊髄損傷では、運動機能を制御する下行性伝導路が損傷を受けることで、永続的な運動機能障害が生
じる。損傷後、活性化アストロサイトは損傷部に集積し、軸索伸展阻害因子である CSPGs を分泌する 
(Silver and Miller, 2004)。その様な阻害的な環境により、損傷後の軸索再生と運動機能の回復は阻害され
る。本研究ではこれまでに、NLK が PDL coating 上 (Figure 3)、及び CSPGs coating 上 (Figure 4) のどち
らにもいても軸索伸展作用を示すことが明らかとなった。そこで、NLK の軸索伸展活性を脊髄損傷マウ
スを用いて評価した。脊髄実質への投与量は、他の growth factor の例を参考にした。軸索伸展活性を有
する acidic fibroblast growth factor (aFGF, Dazert et al., 1998; Tsai et al., 2015) を脊髄損傷ラットの損傷部に
単回注入した結果、運動機能が有意に回復したという知見がある (Tsai et al., 2008)。よって本実験では、
NLK の投与量を aFGF と類似した値に設定した。 
 損傷後 15 分以内に、recombinant NLK (2 µg/mouse) または溶媒を損傷部へ注入した。損傷 20 日目にお
いて、損傷領域を含んだ脊髄組織を単離し矢状断切片を作製した。その後、抗 NF-H 抗体、抗 GFAP 抗体
を用いた蛍光免疫染色を行った。損傷領域は、GFAP 陽性領域により囲まれた部分とし、損傷領域の大き
さは、NLK 投与群と溶媒投与群で差はなかった (Figure 7D)。また損傷領域内における NF-H 陽性軸索密
度は NLK 投与により有意に増加した (Figure 7A, B, C)。次に抗 GFAP 抗体と抗 NLK 抗体を用いて、脊髄
損傷マウスの損傷部または偽手術マウスの脊髄切片における NLK 発現について検討した。偽手術マウス
の脊髄では、GFAP 陽性のグリア性瘢痕も、および NLK 陽性染色像もほとんど確認できなかった。一方
損傷溶媒投与群では、損傷領域内を中心に NLK の高い発現が観察された (Figure 7E)。さらに NLK 投与
群の損傷領域内では、溶媒投与群よりも有意に高い NLK 発現を示した (Figure 7E, F) 
 以上の結果から、NLK の脊髄実質内投与により、急性期脊髄損傷マウスの損傷領域内では軸索伸展が












































Figure 8   急性期脊髄損傷マウスに対する NLK の軸索伸展作用 
 脊髄損傷後 15 分以内に、NLK (2 µg/mouse) または溶媒 (Vehicle) を損傷部に注入した。損傷後 20 日目
の脊髄切片を用いて、蛍光免疫染色により NF-H、GFAP、NLK の発現を検出した。(A, E) 損傷領域にお
ける NF-H、及び NLK の典型的な染色画像を示した。黄色の実線は脊髄組織の輪郭を示し、黄色の点線
は損傷領域の境界を示した。Black scale bars = 500 µm. (B) A の赤枠により囲った領域を拡大して示した。
Blue scale bars = 20 µm. (C) 損傷領域内における NF-H 陽性軸索密度を定量した。(D) 損傷領域の大きさを
定量した。(F) 損傷領域内の NLK 発現量を定量した。*p < 0.05, unpaired two-tailed t-test. (NLK: n = 8 mice, 

























1. 3. 8. 急性期脊髄損傷マウスに対する NLK の後肢運動機能改善作用の検討 
 急性期脊髄損傷マウスにおける NLK による後肢運動機能改善作用を検討した。脊髄圧挫損傷マウスに
対して、損傷 15 分以内に、損傷部へ recombinant NLK (2 µg/mouse) または溶媒を実質内注入した。 
後肢運動機能の評価には、BMS、BSS、TMS を用いた。椎弓切除のみを行った sham 群では、溶媒、
NLK のどちらを投与された群においても、各評価法においてスコアは損傷後 20 日目まで満点だった (デ
ータ未提示)。このことから、実質内投与自体によって損傷が引き起こされるような手技的な問題はなか
ったと言える。一方損傷マウスでは、損傷後 20 日目までの行動観察の結果、NLK 投与群では溶媒投与群
と比較して、運動機能の回復がみられた (Figure 9A, B, C)。一般的に脊髄損傷マウスの運動機能評価に用
いられる BMS では、薬物投与と運動機能の経日変化との間に有意な交互作用が見られた (F (20, 520) = 
2.79 ; p < 0.0001) (Figure 9A)。主に体重支持能力に着目した BSS においても、薬物投与と運動機能の経日
変化との間に有意な交互作用が見られた (F (20, 520) = 1.85 ; p < 0.0001) (Figure 9B)。また TMS において
も、薬物投与と運動機能の経日変化との間に有意な交互作用が見られ (F (20, 520) = 4.00 ; p < 0.0001)、損
傷 16 日目以降、NLK 投与群は溶媒投与群と比較して有意に高いスコアを示した (Figure 9C)。損傷後 20
日目における溶媒投与群の各スコアの平均値は BMS が 1.33、BSS が 0.168、TMS が 4.58 であり、NLK



































Figure 9   急性期脊髄損傷マウスにおける NLK の後肢運動機能改善作用 
 ヒト recombinant NLK (2 µg/mouse) または溶媒を、脊髄損傷後 15 分以内に、損傷部へ単回注入した。
手術翌日より、1 日に 1 回行動観察を行い、後肢運動機能を BMS (A)、BSS (B)、TMS (C) により評価し
た。* p < 0.05, **** p < 0.0001 vs vehicle, drug × day interaction by repeated measures Two-way ANOVA. # p < 
0.05, post hoc Bonferroni test. NLK 投与群 : 8 mice, 16 hindlimbs, n = 18、溶媒処置群 (Vehicle): 6 mice, 12 











 本章では、既に神経保護作用 (Gurney et al., 1986b; Romagnoli et al., 2003; Deng et al 2014) や軸索伸展活
性 (Gurney et al., 1986a; Sun et al., 1999; Deng et al 2014) といった神経栄養因子様の作用をもたらすこと
が報告されていた NLK に着目し、アストロサイトから分泌される NLK の機能的意義の解明を試みた。
これまでに脊髄損傷におけるアストロサイトの有益な作用として、アストロサイトが軸索伸展因子を分
泌する報告はあるものの (Teshigawara et al., 2013; Shih et al., 2014)、その分泌能を高めるメカニズムは不
明なままである。本章では細胞外からの NLK 刺激により、アストロサイトからの NLK 分泌が促進され  
(Figure 1)、分泌された NLK が軸索伸展を促進する可能性を示した (Figure 3)。さらにアストロサイトの
細胞膜に局在する GRP78 が、アストロサイトからの NLK 分泌に関与する重要な分子であることが明ら
かとなった (Figure 6, 7)。アストロサイトから分泌される軸索伸展因子 NLK の分泌メカニズムを制御す
る NLK - GRP78 シグナリングは、本研究によってはじめて明らかにされた。さらに本研究では、急性期
脊髄損傷マウスにおける NLK の軸索伸展活性 (Figure 8A - C) と運動機能改善作用 (Figure 9) を初めて
示した。損傷部に投与した NLK は損傷直後の単回投与であったのに対し、損傷 20 日目においても、有
意な運動機能の回復 (Figure 9) と損傷領域内の NLK の発現増加 (Figure 8E, F) が確認された。組織に投
与された NLK は、細胞内に取り込まれるにしても、細胞外に留まるにしても、やがては代謝されると考
えるのが常識的であり、20 日間細胞外で活性を保ったまま留まり、軸索伸展作用を発揮し続けていたと
は考えにくい。NLK は細胞内で解糖系に関与する酵素でもあるため (Watanabe et al., 1996)、アストロサ
イトに限らず他の細胞にも発現していると考えられるが、in vitro の検討では、神経細胞やマイクログリ
アにおいては NLK の発現が上昇しなかった (Figure 2)。一方、アストロサイトではその発現及び分泌が




 本章の検討結果からでは、NLK 刺激によりアストロサイトから分泌される軸索伸展因子が NLK 以外に
も存在する可能性は否定できない。Deng らは、セルトリ細胞由来の CM 中に NLK 抗体を加えて神経細
胞に処置することで、CM による軸索伸展作用が阻害されることを示している (Deng et al., 2104)。本研究
においても同様の方法で CM 中の NLK を阻害することで、CM による軸索伸展活性が抑制されるかを検
討する予定である。 
 本章では、細胞外から NLK を処置してその作用を検討したが、アストロサイトから分泌される内因性




損傷マウスの損傷部において NLK の発現は増加していた (Figure 8E, F)。他の研究でも、脳損傷モデルマ
ウスの急性期・亜急性期では、損傷部周辺において NLK の mRNA 及びタンパク質の発現増加が報告さ
れている (Decourt et al., 2005; Lin et al., 2019)。同様の傾向はヒトの脳損傷患者でも確認されている 
(Shaikh et al., 2015)。NLK の発現制御機序としては、転写因子 hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) の関与
が示されており (Niizeki et al., 2002; Mikami et al., 2005; Zhao et al., 2007; Lu et al., 2017; Geng et al., 2018)、
その発現制御は、PI3K-Akt シグナリング依存的であることが報告されている (Funasaka et al., 2005)。また、
脊髄損傷モデル動物においても損傷急性期から亜急性期にかけて、損傷部での HIF-1α の発現増加が示さ
れている (Xiaowei et al., 2006; Tao and Shi, 2016)。他の神経変性疾患モデル動物においても、グリア性瘢
痕中のアストロサイトにおける HIF-1α の発現増加が確認されている (Le Moan et al., 2015)。脊髄損傷モ
デル動物では、損傷が極端に重篤でない限りある程度の自発的な運動機能の回復がみられることが知ら




 NLK の分泌メカニズムを解明する糸口として、細胞膜に発現し NLK の直接結合タンパク質として最も
研究されている AMFR にまず着目した。AMFR は NLK の受容体として機能し、細胞内シグナルの伝達
に寄与することが知られている (Yanagawa et al., 2004)。例えばがん細胞株において、NLK は AMFR を介
して MAPK 経路を活性化し、その結果抗がん剤に対する抵抗性やマトリックスメタロプロテアーゼの産
生を亢進する (Haga et al., 2008)。また培養軟骨細胞における NLK の細胞増殖作用には、AMFR を介した
Akt シグナリングや smad2/3 の活性化の関与が示唆されている (Tian et al., 2015)。ヒトの胃がん、肺がん、
腎細胞がん患者においても、NLK および AMFR の発現は、リンパ節転移の程度や生命予後の悪さと相関
する (Chiu et al., 2008; Huang et al., 2014; Lucarelli et al., 2015)。本章では、アストロサイトにおける AMFR
の発現を確認したところ、細胞膜での発現は検出されず細胞質にのみ検出された。他のグループの報告
でも、ラット小脳由来における vimentin 陽性のグリア細胞には、細胞質にのみ AMFR の発現が示されて
おり (Leclerc et al., 2000)、今回の実験結果と一致する。細胞内の AMFR は滑面小胞体に局在し、E3 ユビ
キチンリガーゼとして機能し、ミトコンドリアの融合・分裂過程の調節に関与するが (Fairbank et al., 
2009)、アストロサイトにおける AMFR の機能は細胞質がメインなのかもしれない。またアストロサイト
からの NLK 分泌への AMFR の関与を機能的に検証した結果、AMFR 機能中和抗体処置によっても細胞




おいて、細胞外の NLK は Rac1-PI3k を介したラフト依存性のエンドサイトーシスによって細胞内に取り
込まれることが報告されている (Kojic et al., 2007&2008)。しかしこの現象には細胞膜の AMFR が NLK の
結合相手として重要であるとの知見もあり (Shankar et al., 2013)、本章ではアストロサイトの細胞質での
み AMFR の発現が検出されたことから、NLK がエンドサイトーシスによって細胞質内に取り込まれ、細
胞質内の AMFR に結合して NLK 分泌のシグナルが活性化される可能性は低いと考えられる。そこで筆者
は、アストロサイトにおいては細胞外の NLK の受容体が別に存在すると仮定し、DARTS 法により網羅
的に検討した。その結果、細胞膜に発現する GRP78 が NLK の受容体として同定された (Figure 6)。GRP78
中和抗体処置により NLK 分泌が基礎分泌レベルまで抑制されたことから (Figure 7)、細胞膜の GRP78 が
アストロサイトの NLK 分泌に主として関わると考えられる。GRP78 は本来小胞体に存在し、タンパク質
のフォールディング、カルシウム恒常性の調節、合成されたポリペプチドの小胞体内腔への移行補助、
ミスフォールディングされたタンパク質のプロテアソーム系への輸送等に関与するシャペロン分子であ
る (Casas, 2017) 。さらに GRP78 は、小胞体ストレス応答シグナルにおいても重要な役割を担う。通常
GRP78 は、小胞体膜を挟む様にして細胞質に存在する Inositol-Requiring Enzyme 1 α (IRE1α), Activating 







誘導される (Xu et al., 2005; Lewy et al., 2017)。一方近年、GRP78 が小胞体のみならず、細胞膜 (Berger et al., 
1997)、細胞質 (Ni et al., 2009)、ミトコンドリア内 (Sun et al., 2006)、核内 (Huang et al., 2009)、分泌型 (Kern 
et al., 2009) で存在することが報告されている。特に細胞膜に発現し、細胞内にシグナルを伝える受容体
としての機能が多く報告されており、いくつものリガンド存在する (Table 4)。例えば、がん細胞の細胞
膜に発現する GPI アンカー型タンパク質、Cripto は細胞膜の GRP78 に結合することで、PI3k-Akt シグナ
リングや MAPK 経路を介した細胞増殖作用を示す (Shani et al., 2008; Kelber et al., 2009)。その他 Cripto 以
外のリガンドと受容体型 GRP78 の間においても、上記シグナリングを介した細胞のフェノタイプへの影
響が報告されているものの (Table 4)、アストロサイトにおける受容体型 GRP78 の下流シグナルは全く検
討されていない。今後まずは PI3k-Akt シグナリングや MAPK 経路が、NLK-GRP78 を介したアストロサ
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イトからの NLK 分泌に関与するか、各種阻害剤を用いて検討したい。 
 NLK の軸索伸展メカニズムについてはこれまで不明である。脊髄損傷において、CSPG は損傷部に蓄
積し軸索再生を阻害する (Silver and Miller, 2004)。本章において NLK 投与が損傷部の CSPG を減尐させ
るかについては不明であるが、本研究室ではこれまでに、その様な阻害的環境下でも CSPG の発現に変
化を与えず、軸索伸展作用を示す薬物をいくつか見出している (Teshigawara et al., 2013; Tanabe et al., 
2016; Kodani et al., 2019)。CSPG 存在下の軸索伸展アッセイにおいても、NLK は軸索伸展作用を示した 
(Figure 4)。この結果から、NLK は尐なくとも CSPG の減尐を介さずに損傷部において軸索伸展作用を発
揮した可能性が考えられる。第 2 章では NLK の軸索伸展メカニズムの解明に取り組む。 
 
1.5. 小括 
 本章では、NLK 刺激によるアストロサイトからの NLK 分泌が、軸索伸展に寄与する可能性を示した。
この NLK 分泌には細胞膜の GRP78 が大きく関与することが示された。さらに、急性期脊髄損傷マウス
において、NLK が軸索伸展作用と運動機能改善作用を示すことを初めて見出した。以上の結果から、NLK


















































Cell type Ligands Downstream molecules Activated cellular functions References
PI3k/Rac/PAK2/LIMK/cofilin Motility Misra et al ., 2005.
PI3k/Akt, ERK1/2 Survival, proliferation Misra et al ., 2006.
PI3k/PDK1/PLK1/c-Myc Proliferation, oncogenesis Gopal et al ., 2016.
Liver cancer IGF-1 receptor PI3k/Akt, ERK1/2 Migration, proliferation Yin et al ., 2017.
Postate cancer
Lung cancer
Colon cancer Integrin-β1, uPA receptor FAK Cytoskeltal reorganization, invasion Li et al ., 2013.
Testicular cancer
Mammary epithelial cell 
Endotherial cells T-cadherin Akt/GSK3β Survival Philippova et al ., 2008.
Pancreatic β cells secreted GRP78 caspase 3/7 Apoptosis Vig et al ., 2019
Gluconeogenesis
Suppression of fatty acid synthesis
Forebrain neurons Inhibition of caspase 3/7 activity 
Astrocytes Inhibition of p38 phosphorylaion
Hippocampal neurons α-synuclein Rac1/PAK2/LIMK1/cofilin Dysreguration of actin turnover Bellani et al ., 2014.
Cortical neurons t-PA Inhibition of elF2α phosphorylation Neuroprotection under ischemia Louessard et al ., 2017.
ADoPep1 Neuroprotection under hypoxia Goldenberg-Cohen et al ., 2012.
Burikhanov et al ., 2009.
Cripto PI3k/Akt, MAPK, Smad 2/3 Metastasis, proliferation Kelber et al ., 2009.
Hepatocytes Vaspin PI3k/Akt, AMPK/SRBP1-inhibition Nakatsuka et al ., 2012.
Prostate cancer α2-macroglobulin
Par-4 FADD/caspase 8, 3 Apoptosis
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第 2 章 NLK の軸索伸展メカニズムの検討 
 (Tanie et al., 2020) 
 
2.1. 緒言 
 これまでに NLK は、感覚神経細胞や神経幹細胞に対して神経保護作用を示すこと、また軸索伸展活性
を有することが示されている (Gurney et al., 1986a, b; Sun et al., 1999; Romagnoli et al., 2003; Deng et al 
2014)。第 1 章においても recombinant NLK を培養神経細胞に処置すると、CSPG 存在下 (Figure 4)、非存
在下 (Figure 3) のどちらにおいても有意な軸索伸展作用を示した。また急性期脊髄損傷マウスの損傷部
に NLK を単回注入すると、軸索密度の増加と後肢運動機能の回復が確認された (Tanie et al., 2018)。これ
らの結果から、NLK の軸索伸展活性は脊髄損傷からの回復に有用と考えられるが、その軸索伸展シグナ
ルを明らかにする必要がある。 
前章では、アストロサイトからの NLK 分泌を制御する受容体として、細胞膜の GRP78 が同定された。
この結果を受けて、神経細胞においても NLK の軸索伸展作用を制御する最上流タンパク質が GRP78 で
ある可能性を予想した。そこでまず本章では、神経細胞における NLK と GRP78 の結合性について検証
した後、細胞実験によって NLK の軸索伸展作用における受容体型 GRP78 の関与を検討した。続いて、
受容体よりもさらに下流のシグナル因子の同定も試みた。さらに脊髄損傷マウスを用いた GRP78 の機能
























 中和抗体処置の場合、抗 AMFR 抗体 (1, 10, 100 ng/ml, Cat. No. NBP2-15734, Novus Biologicals, Lucarelli 
et al., 2015)、抗 GRP78 抗体 (10, 100 ng/ml, EPR40402, Cat. No. ab108613, Abcam)、ネガティブコントロー
ルとして normal rabbit IgG (1, 10, 100 ng/ml, Cat. No. sc-2027, Santa Cruz Biotechnology) を用いた。上記中和
抗体を使用した過去の報告 (Lucarelli et al., 2015) と同様の濃度で細胞に処置したところ、細胞毒性が認
められたため、細胞毒性が確認されない最高濃度を採用した。培養 1 日後の神経細胞に中和抗体を 15 分
間処置した後、100 ng/ml の recombinant NLK (ATGen) または溶媒 (超純水) を処置し、さらに 5 日間培
養した。Akt 阻害実験の場合、培養 1 日後の神経細胞に対して、NLK (100 ng/ml) と Akt 阻害剤 (0.1 µM, 
Akti-1/2, 東京化成工業、東京) を同時に処置し、さらに 5 日間培養した。 
 蛍光免疫染色、画像撮影、解析方法については、1.2.8.の項と同じでる。 
 
2.2.4. 培養神経細胞の細胞質画分および膜画分 lysate の調製及び lysate 中の AMFR と GRP78 の検出 
Mem-PER™ Plus (Thermo fisher scientific) を用いてプロトコールに従い、6 cm-dish で培養した培養 6 日
後の神経細胞を用いて、細胞膜画分 lysate と細胞質画分 lysate を調製した。タンパク質定量、SDS-PAGE
実施後に、1 次抗体として rabbit 抗 AMFR ポリクローナル抗体 (1:1000 ; NovusBiologicals) または goat 抗 
GRP78 ポリクローナル抗体 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology)、rabbit 抗 nAChRα7 ポリクローナル抗体 
(1:200; Santa Cruz Biotechnology) を、2 次抗体に HRP 標識 goat anti-rabbit IgG 抗体 (1:2000 ; Santa Cruz) ま
たはHRP 標識 donkey anti-goat IgG 抗体 (1:5000 ; Santa Cruz Biotechnology) を用いたウェスタンブロッテ
ィングを行い、各画分 lysate における AMFR、GRP78、nAChRα7 の発現を確認した。 
 
2.2.5. DARTS 法による結合実験 
 Mem-PER™ Plus (Thermo fisher scientific) を用いてプロトコールに従い、培養 6 日後の大脳皮質神経細
胞を用いて、細胞膜画分 lysate と細胞質画分 lysate を調製した。 
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 5 µg の神経細胞の細胞膜画分 lysate、0.0005 µg の thermolysin (和光純薬)、溶媒 (超純水) あるいは 10 
µg/ml NLK を用いて 1.2.9.で述べた方法と同様に DARTS 反応を行った。SDS-PAGE を行った後、1 次抗体
に抗GRP78ポリクローナル抗体 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology)、2次抗体にHRP標識 donkey anti-goat 
IgG 抗体 (1:5000; Santa Cruz Biotechnology) を用いたウェスタンブロッティングを行い、細胞画分 lysate 
における GRP78 の発現を確認した。 
 
2.2.6. 免疫沈降法による結合実験 
 20 pmol recombinant NLK と 10 pmol recombinant GRP78 (Cat. No. SPR-119A, Stress Marq Biosciences Inc., 
Victoria, British Columbia, Canada) を室温にて 1 時間反応させた。一方で、50 µl の Dynabeads Protein G 
(Thermo Fisher Scientific) を 1% BSA (和光純薬) 含有 0.01% tween-PBS (0.01% T-PBS) と混合し、4℃、30
分間でローテーションすることでブロッキング処理を行った。その後、mouse 抗 His-tag モノクローナル
抗体 (1 μg, Cat. No. LS-C51081, Life Span Biosciences Inc. Seattle, WA, USA) または normal mouse IgG (1 μg, 
Cat. No. sc-2025, Santa Cruz Bitechnology) を用いて 4℃、30 分間でローテーションすることで protein G と
抗体を反応させた。Protein G と抗体をクロスリンクさせるために、Protein G-抗体複合体を 50 mM dimethyl 
pimelimidate dihydrochloride (東京化成工業、東京) に加え、室温で 1 時間ローテーションしながら反応さ
せた。架橋剤を洗浄後、protein G を NLK と GRP78 を反応させたサンプルと混合し、室温で 2 時間ロー
テーションしながら反応させた。沈降物を溶出するため、0.1 M glycine-HCl (pH 2.8) と LDS sample buffer 
(Thermo Fisher Scientific) を加え、95℃で 5 分間反応させた。8%ポリアクリルアミドゲルを用いた
SDS-PAGE後、rabbit抗GRP78モノクローナル抗体 (EPR40402; 1:2000; Abcam)とHRP標識 goat anti-rabbit 
IgG抗体 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology) を用いてウェスタンブロッティングを行い沈降物中のGRP78
を検出した。また検出後のメンブレンをストリッピング処理し、mouse 抗 NLK モノクローナル抗体 
(1B7D7; 1:1000; Abcam)、HRP 標識 goat anti-mouse IgG 抗体 (1:10000; Cat. No. 97040, abcam) を用いて
NLK の検出を行った。 
 
2.2.7. 培養神経細胞における Akt リン酸化の検出 
 単離培養 6 日後の大脳皮質神経細胞に GRP78 中和抗体 (100 ng/ml, Abcam) または normal rabbit IgG 
(100 ng/ml, Santa Cruz Biotechnology) を 15 分間処置した後、100 ng/ml の NLK または溶媒 (超純水) を添
加し、さらに 30 分間培養した。培地を除去、PBS で洗浄した後、protease and phosphate inhibitor cocktail 
(Thermo Fisher Scientific) が含まれた M-PER lysis buffer (Thermo Fisher Scientific) を加え、氷上で 20 分間
インキュベーションした。20 分後に細胞液を 14000 g、4℃、10 分間で遠心し細胞片を取り除いたのち、
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上清を cell lysate とした。Lysate 中のタンパク質濃度は、Pierce 660 nm Protein Assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific) を用いて定量した。Lysate 中のタンパク質量 50 µg に対し、0.5 µg の rabbit 抗リン酸化セリン
ポリクローナル抗体 (Cat. No. AB1603, Merck Millipore, Burlington, MA, USA) または normal ribbit IgG 
(Santa Cruz Biotechnology) を用いて、免疫沈降処理を行った (操作は 2.2.6.と同様)。その後、沈降物にお
けるセリンリン酸化 Akt を検出するために、1 次抗体として rabbit 抗 Akt ポリクローナル抗体 (1:1,000; 
Cat.No. 9272, Cell Signaling Technology) を、2次抗体としてHRP標識 goat anti-rabbit IgG抗体 (1:2000 ; Cat. 





2.2.9. 脊髄損傷マウスへの NLK 持続投与 
ⅰ) ミニ浸透圧ポンプの準備 
 ミニ浸透圧ポンプ (Cat. No. 1004, Alzet, Cupertino, CA, USA) は 0.11 µl/h の流速で 28 日間連続して内用
液を放出し続ける製品を用いた。ポンプを 100 µg/ml の recombinant NLK、100 µg/ml の GRP78 中和抗体、
100 µg/mlの normal rabbit IgGまたは溶媒 [人工脳脊髄液 (artificial cerebrospinal fluid, aCSF); 130 mM NaCl, 
24 mM NaHCO3, 3.5 mM KCl, 1.3 mM NaH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2•6H2O, 10 mM glucose at pH 7.4]で
満たし、ポリ塩化ビニルチューブを介してカニューレ (Brain Infusion Kit 3, Alzet) と結合した。カニュー
レの脳内挿入部は 3 mm 長とし、ポンプを saline に浸し、16 時間以上、37℃で静置し平衡化した。ポン
プへ充填する抗体濃度と NLK 濃度は、マウスにおける脳脊髄液産生速度が 0.325 µl/min (Casaca-Carreira et 
al., 2018)、ポンプの流速が 0.11 µl/h であることを基に算出した。その結果、投与されたマウスの脳脊髄
液中での NLK 及び抗体濃度は約 65 ng/ml となるが、それぞれの濃度は in vitro で軸索伸展作用 (Figure 3) 
と NLK の軸索伸展阻害作用 (Figure 11) を示す。 
 
ⅱ) 脊髄損傷マウスへのミニ浸透圧ポンプの留置 
 雌性 8 週齢 ddY マウス (Japan SLC) に 3 種混合麻酔 [butorphanol tartrate (5 mg/kg、Meiji Seika ファル
マ、東京), medetomidine hydrochloride (0.75 mg/kg、日本全薬工業、 東京), midazolam (4 mg/kg、サンド、
東京)] を腹腔内に投与して麻酔をかけた。マウス頭頂部の毛を剃り、皮膚に切れ込みを入れて開き、頭
蓋骨を露出させた後、頭部をステレオタキシス (NARISHIGE) 上で固定した。電動ドリルを用いて、頭
蓋骨にカニューレを挿入するための穴を開けた  (anteroposterior: -0.22 mm, mediolateral: + 1mm, 
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dorsoventricular: -2.5 mm)。 
 1.2.10. で述べた方法と同様に脊髄損傷マウスを作製し、損傷部の筋肉及び皮膚の縫合を行った。損傷
前に作製した頭蓋骨の穴にカニューレを挿入し、アロンアルファ A  (第一三共、東京) を用いて頭蓋骨
へ固定した後、浸透圧ポンプをマウスの背部の皮下に埋め込み、皮膚を滅菌済みシングルブレード縫合
糸 4 号 (ハシモト) で縫合した。手術後、マウスに抗麻酔薬である 75 µg/ml atipamezole (日本全薬工業) を
腹腔内投与し、さらに補液として 900-1000 µl saline を臀部に皮下投与した。また、マウスを覚醒するま






方法は、1.2.13.の項と同じであるが、矢状断切片の厚さは 14 µm とした。 
 
2.2.12. 脊髄組織切片の蛍光免疫染色 
染色方法と用いる機器は 1.2.14.と同じである。1 次抗体液として、0.3% tritonX-100-PBS 溶液、5% NGS 
(和光純薬)、 chicken 抗 NF-H IgY polyclonal 抗体 (1:1,000; Cat. No. AB5539, Chemicon)を用いた。2 次抗体
液として、0.3% tritonX-100-PBS 溶液、5% NGS、Alexa Fluor 488 標識 goat anti-chicken IgY 抗体 (1:400; Cat. 
No. A-11039, Thermo fisher scientific)、DAPI 溶液 [1 µg/ml (Enzo Life Science)] を用いた。 
 
2.2.13. 脊髄組織切片の画像解析 
 組織切片の解析には倒立蛍光顕微鏡 (BZ-X710; キーエンス、大阪)、20 x NA 0.75 対物レンズ (CFI Plan 
Apo-λ; ニコンインステック、東京) を用いた。CCD camera 及び BZ-X Analyzer (キーエンス) を用いて、
損傷部を中心にその吻側領域から尾側領域にかけて撮影し、広域連結画像を取得した。損傷部は DAPI
陽性核が密に集積した領域を損傷領域と規定し、1 匹あたり損傷部面積が最も広い 3 枚の切片を定量に用
いる切片として選んだ。取得した画像を用いた定量には、画像解析ソフト Image J (National Institutes of 
Helth, Rockville, MD, USA)を用い、損傷部の面積を求め、損傷領域の全軸索長は、画像解析ソフト






データは平均値±標準誤差 (S.E.M.)で表した。有意差検定には、Prism 5.04 (Graph Pad software, Sun 
Diego, CA, USA) 及び JMP14 (SAS institute, Cary, NC, USA) を用い、unpaired two-tailed t-test、One-way 
analysis of variance (ANOVA) post hoc Bonferroni test、repeated measures Two-way ANOVA post hoc Bonferroni 




























2. 3. 1. 神経細胞における NLK と GRP78 の結合の検討 
 第 1 章では、細胞膜の GRP78 がアストロサイトにおける NLK 分泌を制御する受容体として機能する
ことが明らかになった。そのため、神経細胞においても、細胞膜に存在する GRP78 は NLK の受容体と
して機能し、軸索伸展に寄与すると想定した。細胞内、特に小胞体に局在する分子シャペロンとしての
機能は、これまでによく研究されている(Casas, 2017)。しかし、神経細胞において GRP78 がシグナルを
伝達する受容体様の機能を発揮するという例は、多くない  (Honda et al., 2009; Bellani et al., 2014; 
Louessard et al., 2017)。そこでます、神経細胞において、確かに細胞膜に GRP78 が発現するか検討した。
単離培養 6 日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞から細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製した。細胞
質と細胞膜で分画出来ているかを確認するために、nAChRα7 の発現を確認した (Figure 10A)。抗 GRP78
抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、GRP78 の発現が細胞質と細胞膜の両方で検出された 
(Figure 10A)。 
 次に神経細胞における NLK と GRP78 の発現を DARTS 法によって検討した。神経細胞の細胞膜画分
lysate とヒト recombinant NLK を用いて DARTS 反応をかけた後、抗 GRP78 抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングにより、サンプル中の GRP78 の発現を検出した (Figure 10B)。その結果、溶媒処置時と比較
して NLK 処置により、有意に GRP78 のバンドが濃く変化した (Figure 10C)。この結果から、神経細胞膜
に存在する GRP78 と NLK が結合することが示唆された。今回のバンドの変化は、第 1 章で検出した





さらに抗 His-tag 抗体を用いた免疫沈降法によって、NLK と GRP78 の直接結合を検討した。その結果、
normal IgGを用いた免疫沈降の場合、バンドは検出されなかったが、抗His-tag抗体を用いた場合ではNLK
及び GRP78 のバンドが検出された (Figure 10D)。この結果から NLK と GRP78 が直接結合することが示
された。Recombinant GRP78 を用いた場合と異なり、Cell lysate 中の GRP78 を検出する場合では、バンド




























Figure10   神経細胞における NLK と GRP78 の結合 
 (A) 培養 6 日後のマウス大脳皮質神経細胞から細胞質画分および細胞膜画分 lysate を調製した。抗
GRP78 抗体および抗 nAChRα7 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって、各 lysate 中の GRP78
と nAChRα7 を検出した。(B) 神経細胞の細胞膜画分 lysate を用いて DARTS を行った後、ウェスタンブ
ロッティングにより GRP78 を検出した。(C) その定量結果を示した。カラム内の数字は独立して行った
実験の回数を示す。*p < 0.05, unpaired two-tailed t-test, (n = 7). (D) Recombinant NLK (20 pmol) と
recombinant GRP78 (10 pmol) を反応させた後、抗 His-tag 抗体または normal mouse IgG を用いた免疫沈降
を行った。沈降物中の NLK および GRP78 をウェスタンブロッティングにより検出した。Input として、
recombinant NLK (0.4, 0.8 pmol) または recombinant GRP78 (0.2, 0.4 pmol) を用いた。 
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2. 3. 2. NLK の軸索伸展活性における細胞膜に発現する GRP78 の関与の検討 
 前項で、GRP78 は神経細胞の細胞膜に発現し、NLK と結合することが示された。次に、NLK の軸索伸
展活性が細胞膜の GRP78 を介するかを検討するため、GRP78 をマスクする機能中和抗体を用いた。 
 単離培養 1 日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞に、GRP78 中和抗体 (10, 100 ng/ml) または normal IgG 
(10, 100 ng/ml) を 15 分間処置した後、recombinat NLK (100 ng/ml) または溶媒を処置してさらに 5 日間培
養した。細胞を固定後、蛍光免疫染色により MAP2 陽性細胞あたりの pNF-H 陽性軸索長を定量すること
で、NLK の軸索伸展活性を評価した。その結果、normal IgG 処置群間では、溶媒処置条件と比較して、
NLK 処置により有意な軸索長の増加が認められた (Figure 11)。一方 GRP78 中和抗体を用いた場合、どち
らの処置濃度においても NLK の軸索伸展作用は減弱した (Figure 11)。この結果から、NLK の軸索伸展作













































Figure 11   NLK の軸索伸展作用における細胞膜の GRP78 の関与 
 単離培養開始 1 日後のマウス大脳皮質神経細胞に対し normal IgG (10, 100 ng/ml) または GRP78 中和
抗体 (10, 100 ng/ml) を 15 分間処置した後、NLK (100 ng/ml) または溶媒 (超純水) を処置した。さらに 5
日間培養した後、細胞を固定し、抗 MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。抗
pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画像を例示した。MAP2 陽性の神経細胞 1 個あたりの pNF-H 陽性軸索の
長さを測定した。解析に用いた画像の枚数をカラム内に示した。*p < 0.05, **p < 0.01, One-way ANOVA post 




2. 3. 3. NLK の軸索伸展活性における細胞膜に発現する AMFR の関与の検討 
 AMFR は、NLK の受容体の一つとして知られており、7 回膜貫通型受容体である。この受容体は、が
ん細胞において NLK の刺激を受けると、細胞増殖や運動能の促進に関与する (Silletti et al., 1991; Shimizu 
et al., 1999; Fairbank et al., 2009)。また培養神経細胞においても AMFR の発現は確認されている (Leclerc at 
al., 2000)。そこで、第 1 章でも用いた AMFR の機能中和抗体を用いて細胞膜の AMFR をマスクすること
で、NLK の軸索伸展作用が減弱するかを検討した。また AMFR 中和抗体の用量は、Lucarelli の報告 
(Lucarelli et al., 2015) を参考にしたところ、細胞死が確認されたため、細胞死が確認されない最大濃度を
採用した。 
 培養1日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞にAMFR (1, 10, 100 ng/ml) 中和抗体またはnormal IgG (1, 10, 
100 ng/ml) を 15 分間処置した後、NLK (100 ng/ml) または溶媒 (超純水) を処置してさらに 5 日間培養し
た。その後、細胞を固定し蛍光免疫染色により、1 細胞当たりの pNF-H 陽性軸索の長さを算出した。Normal 
IgG 処置群間では、NLK 処置により有意な軸索長の増加、または増加傾向が確認された。さらにどの中
和抗体の処置濃度においても、NLK は軸索伸展作用を示した (Figure 12)。この結果から、細胞膜上に存







































Figure 12   NLK の軸索伸展作用における AMFR の関与の検討 
 単離培養開始 1 日後のマウス大脳皮質神経細胞に対し normal IgG (1, 10, 100 ng/ml) または AMFR 中
和抗体 (1, 10, 100 ng/ml) を 15 分間処置した後、NLK (100 ng/ml) または溶媒 (超純水) を処置した。さ
らに 5 日間培養した後、細胞を固定し、抗 MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体を用いて蛍光免疫染色を行っ
た。抗 pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画像を例示した。MAP2 陽性の神経細胞 1 個あたりの pNF-H 陽性
軸索の長さを測定した。解析に用いた画像の枚数をカラム内に示した。*p < 0.05, **p < 0.01, One-way 






2. 3. 4. NLK の軸索伸展メカニズムにおける Akt シグナリングの関与の検討 
 これまでにがん細胞や血管内皮細胞において、α-macrogloblin, T-cadherin, Cripto, insulin-like growth factor 
1 receptor (IGF1R) など、細胞膜の GRP78 に対するリガンドがいくつも報告されている。これらのリガン
ドは GRP78 と結合することで、PI3K-Akt シグナリングを活性化する (Misra et al., 2006; Philippova et al., 
2008; Kelber et al., 2009; Yin et al., 2017)。細胞膜において GRP78 は PI3K と結合し、それにより PI3K が活
性化され PIP3の産生を亢進することで Akt の活性化に寄与する (Liu et al., 2013; Zhang et al., 2013)。また
大脳皮質由来の培養神経細胞に recombinant NLK を処置すると Akt の活性化が誘導される (Deng et al., 
2014)。しかし、細胞外からの NLK 刺激を細胞質の Akt に伝達するための受容体タンパク質については、
未だ検討されていない。そこで筆者は細胞膜の GRP78 が NLK 誘導性の Akt の活性化と軸索伸展作用に
関与すると予想した。 
 単離培養 6 日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞に、GRP78 中和抗体 (100 ng/ml) または normal IgG (100 
ng/ml) を 15 分間処置した後、NLK (100 ng/ml) または溶媒 (超純水) を加えてさらに 30 分間培養した。
その後 cell lysate を調製し、lysate 中のリン酸化された Akt タンパク質を抗セリンリン酸化抗体による免
疫沈降と抗 Akt 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した (Figure 13A)。その結果、normal 
IgG 処置群間では溶媒処置時と比べて NLK 処置により有意に Akt のセリンリン酸化レベルが上昇した。
一方で GRP78 中和抗体処置群間では、その上昇が抑制された (Figure 13B)。この結果から、NLK 誘導性
の Akt のリン酸化に細胞膜の GRP78 が関与することが示された。 
 次に Akt 阻害剤を処置することで NLK の軸索伸展作用が抑制されるか検討した。本実験で用いた阻害
剤は、Akt の PH ドメインに結合し PIP3を認識できなくすることで、Akt の活性化を阻害する (Diez et al., 
2016)。マウス胎仔大脳皮質神経細胞を 1 日培養後、Akt inhibitor (0.1 µM) を recombinant NLK (100 ng/ml) 
または溶媒と同時に処置し、さらに 5 日間培養した。その後固定し、蛍光免疫染色により 1 細胞当たり
の pNF-H 陽性軸索の長さを算出した。Akt 阻害剤の単独処置では、軸索長への影響はないことが示され
た。溶媒処置時と比較して NLK 処置により有意に軸索長が増加したが、NLK と同時に Akt 阻害剤を処置

























Figure 13   細胞膜の GRP78 を介した NLK による Akt のリン酸化 
  (A) 単離培養 6 日後のマウス大脳皮質神経細胞に対し normal IgG (100 ng/ml) または GRP78 中和抗体 
(100 ng/ml) を 15 分間処置した後、NLK (100 ng/ml) または溶媒 (Vehicle) を処置した。30 分後 cell lysate
を回収し、抗セリンリン酸化抗体を用いた免疫沈降法によって、lysate 中のセリンリン酸化タンパク質を
得た。その免疫沈降物に含まれるリン酸化 Akt は、抗 Akt 抗体を用いたウェスタンブロッティングによ
り検出された。(B) 検出した Akt のバンドを定量化した。カラム内の数字は独立して行った実験の回数を





























Figure 14   NLK の軸索伸展メカニズムへの Akt 活性化の関与 
 単離培養 1 日後のマウス胎仔大脳皮質神経細胞に、Akt 阻害剤 (Akt-1/2, 0.1 µM) と recombinant NLK 
(100 ng/ml) または溶媒を同時処置し 5 日間培養した。細胞を固定後、抗 MAP2 抗体および抗 pNF-H 抗体
を用いて蛍光免疫染色を行った。抗 pNF-H 抗体による蛍光免疫染色画像を例示した。MAP2 陽性の神経
細胞 1 個あたりの pNF-H 陽性軸索の長さを測定した。解析に用いた画像の枚数をカラム内に示した。***p 








2. 3. 5. NLK - GRP78 シグナリングによる急性期脊髄損傷マウスにおける後肢運動機能改善作用の検討 
 脊髄損傷では、損傷部において CSPGs をはじめとした様々な軸索伸展阻害因子が存在し、その様な阻
害的環境により、軸索伸長及び運動機能の回復は阻害される (Silver and Miller, 2004)。第 1 章では、CSPG
存在下において、培養神経細胞に NLK を処置すると有意な軸索伸展作用が確認された (Figure 4)。また
急性期脊髄損傷マウスの損傷部に NLK を単回注入すると、損傷領域における軸索密度の増加と後肢運動
機能の回復が認められた (Figure 8, 9)。本章ではこれまでに、細胞膜の GRP78 が NLK 誘導性の Akt の活
性化や NLK の軸索伸展活性に必須であることが明らかとなった (Figure 11, 13, 14)。そこでこの軸索伸展
作用を示す NLK-GRP78 シグナリングの効果を急性期脊髄損傷マウスにおいて検討することとした。 
 損傷後直ちに浸透圧ポンプを用いて、recombinant NLK または溶媒 (ACSF) と GRP78 中和抗体を側脳
室内から 21 日間持続投与した。投与期間中の NLK 及び GRP78 中和抗体濃度は、CSF 中において 65 ng/ml
に維持された。前項までに、10 - 100 ng/ml の NLK で軸索伸展作用が確認されており (Figure 3, 4)、GRP78
中和抗体においても 10 - 100 ng/ml でNLKの軸索伸展作用を阻害することが明らかにされている (Figure 
11)。また 10 - 100 ng/ml の NLK ではアストロサイトからの NLK 分泌が促進されないことも確認してい
る (Figure 1)。 
損傷後 21 日間の行動観察の結果、BMS (Figure 15A) および TMS (Figure 15B) どちらの評価系において
も、normal IgG / vehicle 投与群と比較して normal IgG / NLK 投与群では、薬物投与と運動機能の経日変化
との間に有意な交互作用が見られた [BMS: F (20, 600) = 3.74, p < 0.0001; TMS: F (20, 600) = 4.38, p < 
0.0001]。BMS では損傷 14、16 日目において、TMS では損傷 14 - 17 日目及び 20、21 日目において、normal 
IgG / vehicle 投与群と比較して、normal IgG / NLK 投与群は有意に高いスコアを示した。一方で GRP78-ab 
/ NLK 投与群では、NLK による運動機能改善作用は認められず、normal IgG / NLK 投与群との間に、薬物
投与と運動機能の経日変化との間に有意な交互作用が確認された [BMS: F (20, 640) =9.20, p < 0.0001; 
TMS: F (20, 640) = 8.82, p < 0.0001 ]。損傷 11 日目以降、どちらの評価系においても normal IgG / NLK 投与
群と比較して、GRP78-ab / NLK 投与群は有意に低いスコアを示した。また normal IgG / vehicle 投与群と
GRP78-ab / NLK 投与群間では薬物投与と運動機能の経日変化との間に有意な交互作用は認められなかっ
た。損傷後 21 日目における各群のスコア平均値は、normal IgG / vehicle 投与群で BMS スコア 2.375、TMS
スコア 6.000、normal IgG / NLK 投与群で、BMS スコア 3.625、TMS スコア 9.625、GRP78-ab / NLK 投与
群で BMS スコア 1.611、TMS4.833 スコアを示した。また 21 日間の行動観察において、薬物投与による


























Figure 15   NLK - GRP78 シグナリングの脊髄損傷における運動機能改善作用 
損傷後直ちに、Normal IgG と recombinant NLK (Normal IgG / NLK; pink circles, 8 mice, 16 hindlimbs, n = 
16) または Normal IgG /と溶媒 (Normal IgG / Vehicle; white circles, 8 mice, n = 16) または GRP78 中和抗
体と NLK (GRP78-ab / NLK; gray circles, 9 mice, n = 18) を、それぞれ脊髄損傷マウスの側脳室内に同時投
与した。後肢運動機能の評価には、BMS (A) 及び TMS (B)を用いた。#p < 0.05 vs Normal IgG / Vehicle, +p < 
0.05 vs GRP78-ab / NLK, drug × day interaction, repeated measures two-way ANOVA. *p < 0.05, **p < 0.01 vs 
Normal IgG, 
‡
p < 0.05, 
‡‡
p < 0.01, 
‡‡‡
p < 0.001, 
‡‡‡‡





2. 3. 6. NLK - GRP78 シグナリングによる急性期脊髄損傷マウスにおける軸索伸展作用の検討 
 前項で用いた損傷 21 日目の脊髄損傷マウスについて、損傷領域を含んだ脊髄組織を単離し矢状断切片
を作製後、抗 NF-H 抗体を用いた蛍光免疫染を行った (Figure 16A, B)。損傷領域は DAPI 染色により決定
した (Figure 16A)。Normal / IgG投与群と比較して、normal IgG / NLK投与群では有意に損傷領域内のNF-H
陽性軸索密度が増加した。一方で GRP78 中和抗体を NLK と同時に投与された場合、normal IgG / NLK 投
与群と比べて、その軸索密度の増加は有意に減弱した (Figure 16C)。また各処置群間において、損傷領域
の大きさに有意な差はなかった (Figure 16D)。これらの結果から、脊髄損傷に対する NLK の軸索伸展活














































Figure 16   脊髄損傷における NLK - GRP78 シグナリングの軸索伸展作用 
 損傷 21 日目における脊髄矢状断切片を用いて、NF-H の蛍光免疫染色を行った。DAPI による各染色を
行った。(A) DAPI および pNF-H による代表的な merge 画像を示した。黄色の実線は脊髄組織の輪郭を示
し、白色の点線は損傷領域の境界を示した。Black scale bars = 500 µm. (B) A の赤枠によって囲った領域を
拡大し、NF-H による染色画像を示した。Blue scale bars = 20 µm. 損傷領域内における NF-H 陽性軸索密度
を定量した。*p < 0.05, split plot ANOVA post hoc Tukey’s HSD test. (D) 損傷領域の大きさを定量した。 






 これまでNLKの軸索伸展活性については、in vitro、in vivoのどちらにおいても報告があったものの (Sun 
et al., 1999; Deng et al., 2014; Tanie et al., 2018)、そのシグナルパスウェイは不明なままであった。 本章で
は、軸索伸展シグナルを制御する NLK の受容体として細胞膜に発現する GRP78 の関与を示した (Figure 





細胞内へシグナルを伝達する受容体様の機能を有する (Gonzalez-Gronow et al., 2009)。研究例は多くない
が、神経細胞における受容体型 GRP78 の下流シグナルについても報告がある。Tissue plasminogen activator 
(t-PA) は細胞膜の GRP78 を介して Perk 等の小胞体関連タンパク質の活性化を抑制し、虚血環境下による
神経細胞死を緩和する (Louessard et al., 2017)。また海馬神経細胞において、α-synuclein は GRP78 を介し
て Rac1/PAK2/LIMK1/cofilin1 経路を活性化し、アクチンの重合制御に関与する (Bellani et al., 2014)。一方
本章では、GRP78 の下流タンパク質として Akt が同定された。Akt の上流のシグナル分子である PI3k は、
受容体型 GRP78 の N 末領域に結合して活性化し、PIP3の産生亢進、Akt の活性化に寄与する (Liu et al., 
2013; Zhang et al., 2013)。この PI3k - Akt シグナリングは、軸索伸展メカニズムにも大きく関与する経路と
してよく知られている (Read and Gorman, 2009; Zhao et al., 2012)。これまでにも受容体型 GRP78 へのリガ
ンド刺激による Akt の活性化が示されており、その活性化は細胞生存、増殖、運動能の制御に必須であ
ることががん細胞や血管内皮細胞において示されている (Misra et al., 2006; Philippova et al., 2008; Kelber 
et al., 2009; Yin et al., 2017)。それら Akt 活性化の機能に加えて、本研究ではその活性化が細胞膜の GRP78
を介した軸索伸展作用に関与することを初めて示した。 
 7 回膜貫通型受容体である AMFR は、最もよく知られた NLK の受容体である。神経細胞での発現も確
認されており (Leclerc et al., 2000)、げっ歯類を用いた記憶・学習試験において、スコアの高さと脳内で
の NLK・AMFR の発現の高さに相関があることが示されている (Luo et al., 2002; Yang et al., 2012)。本章
では、AMFR 中和抗体を前処置しても NLK の軸索伸展作用が抑制されなかったことから、AMFR は NLK
の軸索伸展活性には関与しないことが示された。現在、AMFR 以外にも NLK の結合タンパク質が報告さ
れており、HER2 (Kho et al., 2013)、G protein coupled estrogen receptor 1 (GPER-1, Li et al., 2019)、insulin-like 
growth factor binding protein-3 (IGFBP-3, Mishra et al., 2004) 、fibronectin (Lagana et al., 2005) が挙げられる。
このうち GPER-1 と IGFBP-3 については神経細胞での発現が知られており、GPER-1 は軸索伸展にも関与
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する受容体であることが報告されている (Ruiz-Palmero et al., 2013)。そのため NLK の軸索伸展作用にお
ける GPER-1 の関与を完全には否定できないが、GRP78 の中和抗体処置により NLK の軸索伸展作用や運
動機能改善作用は完全に抑制されたため (Figure 11, 15, 16)、細胞膜に発現する GRP78 が NLK の軸索伸
展作用を制御する主要な受容体であると考えている。 
 NLK-GRP78 シグナリングは軸索伸展に寄与するが、神経保護作用も示す可能性は否定できない。過去
に NLK の神経保護作用が示されており(Gurney et al., 1986b; Romagnoli et al., 2003; Deng et al 2014)、
PI3k-Akt シグナリングは細胞生存に大きく関わる経路でもある (Robbins and Hague, 2016)。さらに上述し
た通り、Louessard らは虚血下において、t-PA による受容体型 GRP78 を介した神経保護作用を示した 




NLK の持続投与により、損傷領域内での NF-H 陽性軸索密度の有意な増加が認められ、これが損傷後
の神経伝導路の再建につながり、後肢運動機能の回復に至ったと考えている。しかし投与した NLK がど
の神経細胞の軸索を伸展させたか、今回の結果からは判断できない。前章では大脳皮質由来、脊髄由来





et al., 2005)、縫線脊髄路 (Alstermark et al., 1987)、赤核脊髄路 (Muir and Whishaw, 2000)、毛様体脊髄路 
(Alstermark et al., 1987) 等が挙げられる。損傷部及びその周辺におけるこれらの伝導路の伸展と運動機能
の回復に一定の相関があることは、当研究室を含め多くの知見が証明している (Ito et al., 2018; Ohtake et 
al., 2019; Kodani et al., 2019)。現在、縫線脊髄路について抗 5-HT 抗体を用いた蛍光免疫染色により脊髄組
織での軸索伸展の程度を検討中である。またげっ歯類と比較して、ヒトでは皮質脊髄路の運動機能への
寄与が大きいことが知られており(Barthélemy et al., 2011)、NLK-GRP78 シグナリングのヒトへの有効性を
予測するためにも、皮質脊髄路に対する軸索伸展作用も検討したい。その方法として皮質脊髄路の可視







寄与することが報告されている (Bareyre et al., 2004; Murray et al., 2010)。本章の検討でもこの様な迂回路
の形成を NLK が促進した結果、運動機能の回復につながる可能性は否定できない。脊髄完全切断モデル
では、損傷部に移植された神経幹細胞が下行性伝導路とシナプス形成し、かつ損傷部から長距離伸長し































れまで機能的な意義が不明だった NLK に着目した。第 1 章では、アストロサイトから分泌された NLK
が軸索伸展に寄与する可能性を示し、また NLK 分泌を制御する受容体として細胞膜に局在する GRP78
を見出した。さらに急性期脊髄損傷マウスにおいて、NLK が損傷部での軸索伸展を亢進し運動機能を改
善することを明らかにした。第 2 章では、受容体型 GRP78 が神経細胞においても NLK の受容体として
軸索伸展に関与することを見出し、それには Akt の活性化が必須であることを明らかにした。以上の結
果から、急性期脊髄損傷治療において軸索伸展に寄与する有益な治療ターゲットとして、神経細胞とア
ストロサイトの両方に共通した NLK-GRP78 シグナリングを見出した (Figure 17)。 
 本研究から細胞外 NLK は、神経細胞への直接的な軸索伸展作用とアストロサイトからの NLK 分泌を
介した軸索伸展増強作用を示すことを見出した。この知見から、NLK 自体が急性期脊髄損傷治療薬とし
て有用となるかもしれない。しかし本研究では、NLK 分泌を促進させる濃度 (500 ng/ml)と軸索伸展作用




において中枢性筋弛緩薬であるバクロフェンを脊髄腔内に持続投与する intrathecal baclofen therapy (ITB) 
が世界中で採用されている (日薬理誌, No. 131, 2008)。当研究室でも、軸索伸展作用のある低分子化合物
を浸透圧ミニポンプによって髄腔内持続投与することで、慢性期脊髄損傷マウスにおける運動機能改善
作用を確認している (中野, 修士論文)。NLK-GRP78シグナリングを活性化させるもう一つの手段として、
受容体型 GRP78 を NLK とは別に直接刺激する薬物を用いる方法が想定されるが、その様な薬物の内、
既に臨床で使用されている薬物に t-PA がある (Louessard et al., 2017)。本剤は心筋梗塞や脳梗塞において
発症 4.5 - 6 時間以内にのみ静脈内投与が認められている遺伝子組み換えタンパク質製剤であり、抗血栓
作用を有する。静脈内投与された tPA が中枢に移行するかは不明だが、これまでに t-PA は神経保護作用 
(Chevilley et al., 2015; Louessard et al., 2017) や軸索伸展作用 (Xin et al., 2010; Lee et al., 2014) が報告され
ている。しかし、脊髄損傷の様な出血を伴う外傷には出血リスクが高まることから投与禁忌となってお
り、脊髄損傷治療への応用は難しい。現在、抗がん作用や抗血管新生作用を目的とした、受容体型 GRP78





 第 1 章の結果から、損傷部に単回注入された NLK は、神経細胞に対して一過性に軸索伸展作用をもた
らすだけでなく、損傷部のアストロサイトへも作用し NLK の発現増加と分泌を促進する。これによって
NLK の軸索伸展促進作用が持続、増幅され、運動機能の回復につながる。これまでに、NLK は神経保護
作用 (Gurney et al., 1986b; Deng et al., 2014) や軸索伸展作用 (Sun et al., 1999; Deng et al., 2014; Tanie et al., 
2018) といった神経栄養因子様の作用を有することが示されている。他の研究では、神経栄養因子の損傷
部への投与により脊髄損傷改善作用が報告されているものの (Ziemlińska et al., 2014)、投与された神経栄
養因子が、損傷部のアストロサイトからの NLK 分泌を制御して軸索伸展に寄与するという報告はない。
他にもがん細胞において、成長因子では唯一、EGF処置によりNLK分泌の亢進が示されている (Kho et al., 
2014)。EGF は軸索伸展作用を有するが (Hermann et al., 2000)、EGF によるアストロサイトからの NLK 分
泌亢進作用の報告はない。よって、アストロサイトからの NLK 分泌を介した軸索伸展増強作用が、他の
神経栄養因子や成長因子には見られない NLK-GRP78 シグナリングの新規性だと筆者は考えている。しか
し培養神経細胞では、NT-3 (Krüttgen et al., 1998) や BDNF (Nakajima at al., 2015) 等の発現が positive 
feedback 制御されることが示されており、一般的にアストロサイトにおいても神経栄養因子や成長因子の
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